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1 LA ENFERMEDAD: SALMONELOSIS
.
1.1 Historia
La salmonelosís es una enfermedad infecciosa causada por
gérmenes del género Salmonella, que engloba a 7 subespecies
con más de 2300 serotipos. Los diversos gérmenes del género
Salmonella son fundamentalmente parásitos intestinales de los
animales y del hombre <1)
El cuadro clínico más importante producido por
salmonelas es la fiebre tifoidea (Salmonella serotipo Typhi>
Esta entidad clínica fue individualizada antes de la era
bacteriológica por los signos clínicos y las lesiones
ulcerosas que producía en el intestino. El aislamiento de su
agente causal fue realizado por primera vez por Petit y
Senes en 1813. No fue hasta 1829 cuando Louis la describió
detalladamente por primera vez (2> . En 1880 Karl Eberth
descubrió el bacilo tifoideo o bacilo de Eberth-Gaffky en los
ganglios mesentéricos y en el bazo de enfermos fallecidos por
fiebre tifoidea <3> . Graffky lo aisló poco después en cultivo
puro. En 1886 Widal y Grumbaum encontraron que los sueros de
los enfermos con fiebre tifoidea aglutinaban los cultivos
tíficos (descubriendo el serodiagnóstico, que fue más tarde
aplicado a numerosas enfermedades infecciosas> (1,2>.
Posteriormente se vio que algunos enfermos con síndrome
tifoideo tenían un suero que no era capaz de aglutinar
2
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morbosos, de curso clínico bacteriémico semejante a la fiebre
..ifoidea, aunque atenuados, se les denominé “fiebres
paratifoideas”. Los serotipos implicados en estos cuadros son
el grupo de los bacilos paratíficos denominados Salmonella
~erotipo Paratyphi A, Salmonella serotipo Faratyphi 2,
almonella serotipo Paratyphi c y Salmonella serotipo Sendal.
El estudio de la estructura antigénica de todas estas
bacterias sentó las bases para su clasificación serológica,
ampliamente desarrollada por Kauffman (4)
Por todo esto, la fiebre tifoidea ha constituido un
modelo en e). estudio de las enfermedades infecciosas y, más
concretamente, del resto de las salmonelosis (5)
Paralelamente a los estudios sobre el agente causal de
fiebres tifoideas y paratifoideas, se fueron aislando otras
salmonelas productoras de diferentes patologías <5)
En 1885, Salman y Smith aislaron Salmonella serotipo
Choleraesuis, en casos de cólera porcino. Garterer, en 1888,
en un paciente que falleció en el curso de un brote epidémico
de intoxicación alimentaria, logró cultivar un nuevo serotipo
hasta entonces desconocido, Salmonella serotipo Enteritidis.
En 1892, Loffter aislé Salmonella serotipo Typhimurium
<también gran productor de gastroenteritis de origen
alimentario> a partir de ratones que presentaban un cuadro
3
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Posteriormente han ido apareciendo nuevos serotipos de




La salmonelosis es un proceso infeccioso que cursa
fundamentalmente con una gastroenteritis, exceptuando la
salrrtonelosis producida por Salmonella serotipo Typhi, ya que
este serotipo es el responsable de la fiebre tifoidea,
enfermedad con entidad clínica propia, totalmente diferente
al resto de las salmonelosis.
Las gastroenteritis producidas por Salmonella presentan
un cuadro clínico que aparece generalmente tras una
toxiinfección alimentaria.
Las salmonelosis no suelen cursar con bacteriemia ni
septicemia. Se manifiestan por un cuadro tóxico intestinal
local, con deshidratación coleriforme y coprocultivos
positivos.
Su periodo de incubación es de 8 a 48 horas. El comienzo
del cuadro clínico es agudo, con violentos fenómenos
gástricos e intestinales (dolores cólicos) , vómitos, fiebre,
4
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en algunas ocasiones infarto de bazo e ictericia (34)
En los casos de curso coleriforme hay diarreas profusas,
con heces en ‘agua de arroz’, provocando una gran astenia.
Cuando el colon está muy afectado se observan cuadros
cólicos violentos y evacuaciones disenteriformes con moco,
sangre y pus <6>
En personas inmunodeprimidas
ocasionalmente una sepsis tras la
apareciendo hemocultivos positivos <17)
puede producirse
gastroenteritis,
El pronóstico es bueno, salvo en los casos graves por la
facilidad de colapso debido a la deshidratación e
hipopotasemia, pero generalmente estos son poco frecuentes.
En los cuadros habituales
días, pero el enfermo se repone
el curso suele durar varios
sin riesgo de secuelas (20)
1.3 Patocénesis
.
El agente causal, como ya se ha dicho anteriormente, es
el microorganismo del género Salmonella. La dosis infectante
generalmente es muy alta, normalmente superior a iO~ uf c,




El reservorio de estos microorganismos lo constituyen
animales enfermos y el hombre.
Las salmonelas penetran por vía oral al ingerir
amrnentos contaminados. Se multiplican ampliamente en las
rarces altas del intestino delgado, invadiendo posteriormente
intestino grueso, ciego y apéndice, sobre todo en los
recodos del colon, donde proliferan abundantemente Vi)
En el intestino pueden sufrir una inhibición, ejercida
tsr ja flora. Esta inhibición depende en gran parte de la
taDacidad que tiene la flora saprofita de bajar ej. pH
:nzestínal. Si baja el pH, aumenta el efecto inhibidor (3>
Las salmonellas se adhieren a la pared del intestino y,
si. no son eliminadas por el peristaltismo intestinal,
croducen una enterotoxina que es la responsable de la
alteración de la mucosa intestinal, facilitando el paso del
cermen hasta los enterocitos de la lamina propia. Allí se
produce una reacción inflamatoria a expensas de leucocitos
‘solimorfonucleares que impiden su paso a sangre (salvo en el
caso del serotipo Typhi que siempre suele invadir el torrente
circulatorio> . La bacteriemia aparece en rarísimas ocasiones,
estando condicionada por la situación inmunológica del
paciente (9,10).
6




El diagnóstico de una gastroenteritis producida por
Salmonella <a excepción del serotipo Typhi> se hace
fundamentalmente por clínica, observando la sintomatología
del enfermo.
Se complementa con una anamnesis al paciente ya que, por
el escaso periodo de incubación de la enfermedad, es fácil,
en la mayoría de los casos, relacionar el comienzo de la
sintomatología con la ingestión de alimentos contaminados
(6)
1.4.2 Diagnóstico bacteriológico
La confirmación del diagnóstico se hace por un examen
directo de las heces del enfermo <11) . El aislamiento del
germen en las heces es posible durante el periodo que dura el
proceso gastroentérico (periodo agudo de la enfermedad) <12)
En casos graves o de enfermos inmunodeprimidos también
se puede aislar este microorganismo en sangre (13)
Además de aislar el germen en la persona enferma, es muy
importante aislarlo del alimento contaminado origen de la
7
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enfermedad, sonre codo en brotes comunitarios, para localizar
la fuente de infección que en muchos casos puede ser un
manipulador de alimentos portador asintomático. También se
puede aislar de muestras ambientales (14,15,16).
1.4.3 Diacnóstico diferencial
.
Se debe hacer con todo aquello que ocasione
gastroenteritis producidas por alimentos.
Para un estudio de toxiinfecciones alimentarias se
pueden distinguir dos grandes grupos:
Origen químico no bacteriano: alimentos de origen
cornezuelo de centeno,
alfatoxinas, semillas del género Lathyrus> y
alimentos de origen animal (pescados, mariscos y
carnes)




welchii, Vibrio narahemolvcticus, Shiaella, Vibrio
cholerae y otras.
Generalmente, el diagnóstico diferencial suele ser fácil
atendiendo al cuadro clínico, período de incubación, duración
del proceso, etc. En todo caso es aconsejable la realización
8
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de coprocultivo para la confirmación diagnostica (11)
1.5 Tratamiento y control
.
Las gastroenteritis por Salmonella (a excepción del
serotipo Typhi) no suelen cursar, en nuestro medio, con
procesos muy graves de diarreas con deshidratación, por lo
que, en la mayoría de los casos, no se necesita un
tratamiento medicamentoso (antibioterapia) sino un
tratamiento sintomático y unas medidas higiénico-sanitarias
nreventivas (18)
115.1 Tratamiento sintomático
Se basa, fundamentalmente, en una dieta astringente.
Normalmente, siguiendo esta pauta, en 2-4 días suele remitir
el cuadro por completo sin necesidad de otro tipo de terapia
coadyudante (19)
El primer día de aparición del cuadro de gastroenteritis
se recomienda la ingestión de líquidos con un aporte salino
y glucosado (por encima de dos litros al día>, incorporando
a partir del segundo día alimentos con poder astringente. Si
el cuadro diarreico va remitiendo se pueden ir incorporando




En casos en los que el cuadro confiera mayor gravedad y
el enfermo pudiera sufrir una deshidratación, se procederá a
un tratamiento de rehidratación oral e incluso, si los
~ómitoslo impidieran, se pasaría a una terapia intravenosa.
En 1982-1983 la OMS propuso las pautas para la
~ehidratación oral:
a> Rehidratación oral con bicarbonato.
- CiNa: 3,5 gr/l.
- Bicarbonato sádico o carbonato ácido de sodio:
2,5 gríl.
- CíE: 1,5 gr/l.
- Glucosa anhidra: 20,0 gr/li
b) Rehidratación oral con citrato:
- CiNa: 3,5 gr/l.
- Citrato trisódico deshidratado: 2,9 gr/l.
- CíE: 1,5 gr/i.
- Glucosa anhidra: 20,0 gr/l.
El tratamiento con antibióticos se reserva esencialmente
para los casos muy graves que no ceden en los primeros días
con dieta astringente hidroelectrolítica, para evitar
posibles complicaciones debidas al mal estado general del
paciente (17)
Existe mucha controversia sobre el tratamiento con
lo
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antibióticos en las gastroenteritis por Salmonella. ~a
mayoría de los autores opinan que con un buen tratamiento
higiénico dietético el cuadro remite sin riesgo de
complicaciones para el paciente, evitándole así un posible
estado de portador (21>
En los casos de infecciones extraintestinales por
Salmonella o con riesgo de diseminación y complicaciones, se
necesita un tratamiento antibiótico correcto. Existen muchos
trabajos sobre susceptibilidad a los antibióticos de
salmonelas entéricas no typhi <22> . El tratamiento de
elección siempre había sido la ampicilina, pero la creciente
aparición de resistencias a este antibiótico excluye su uso
en nuestro medio como antibiótico de elección (23,24,25). Las
causas del aumento de resistencia de Salmonella a distintos
antibióticos, fundamentalmente la ampicilina, se asocian al
uso de antibióticos en animales para promoción del
crecimiento y en humanos a su uso masivo e indiscriminado
(26,27>. Prescindiendo de la ampicilina, otro antibiótico de
gran uso es el cloranfenicol. Sin embargo, los problemas de
toxicidad graves que tiene este antibiótico han hecho que su
uso se restrinja a los casos de complicaciones graves.
Actualmente el tratamiento de elección son las
cefalosporinas de tercera generación, el cotrimazol y las
quinolonas, porque no prolongan el estado de portador fecal





La salmonelosis en animales y en el hombre no puede ser
enteramente erradicada, pero sí se puede reducir el número de
afectados cumpliendo una serie de normas básicas de higiene.
Un buen ejemplo de ello lo constituye Dinamarca, donde se
lleva controlando la enfermedad desde hace casi 30 años
<31,32>
El tratamiento preventivo se basa fundamentalmente en
tres líneas a seguir:
A> Erradicar la contaminación de animales.
E) Descontaminación de alimentos y control de
desechos.
‘2 Educación higiénico-sanitaria a los manipuladores
de alimentos y consumidores.
A> Erradicar la contaminación de animales
:
Al.- La descontaminación de piensos es uno de los
puntos más importantes para la prevención de la
salmonelosis, ya que la mayoría de los animales
infectados suelen estarlo por ingerir piensos
contaminados, aunque también puede producirse la
contaminación en posteriores manipulaciones (mataderos,
cocinas, ...> . Los piensos se contaminan muy fácilmente
12
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con las salmonelas que se encuentran en el medio
ambiente, por lo que hay que tener mucho cuidado con su
empaquetamiento, distribución, transporte y almacenaje.
La destrucción de las salmonelas en piensos se realiza
mediante una dosis de 3-35% de ácido propiónico. El
problema está en que no todos los animales toleran el
ácido propiónico a esa concentración (29>
Adición de antimicrobianos en los alimentos
para animales y tratamiento de los huevos de consumo
humano con gentamicina. El inconveniente es que aparecen
a posteriori resistencias a estos antimicrobianos tanto
en animales como en el hombre (29>
Inmunización frente a salmonelas. Desarrollo
de un factor antiadhesivo que proteja a los alimentos
para animales y, posiblemente, frente a los estados de
portador crónico (31)
B> Descontaminación de alimentos y desechos
:
Se están considerando varias opciones que, hasta
ahora, están dando buenos resultados pero no destruyen
a Las salmonelas en su totalidad. Estas son: radiación
ionizante, vapor, ácido acético, cloración de aguas y
pasteurización (30> . Los alimentos animales no son la
única fuente de salmorielosis para el hombre. También lo
son los vegetales cuando se riegan con aguas residuales.
13
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.2 agua también es un hábitat ideal para la £rntflá.
Es necesario también controlar y establecer unas
medidas higiénicas en hospitales, restaurantes, cocinas,
.omedores, mataderos, etc., ya que muchos de los
alimentos contaminados se infectan en estos lugares por
..as malas condiciones higiénicas existentes.
Una manera de prever también la contaminación de
animales, alimentos y aguas es mediante un adecuado
manejo de los desechos, ya que son fácilmente
~ontaminados por las salmonelas del medio ambiente
31,32>.
Uno de los aspectos más importantes a seguir con el
alimento es el control de la temperatura de
conservación.
‘2 Educación de los maninuladores de alimentos y
consumidores
:
Tanto los consumidores como las personas que
trabajan con alimentos deben ser informados de las
medidas higiénicas que deben seguir y motivados para que
las sigan (33>
Es necesario conseguir que las prácticas higiénicas
se conviertan en una costumbre. Esto resulta difícil en
14
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el caso de las amas de casa porque su control resulta
imposible. Por ello hay que realizar una buena educación
sanitaria con una adecuada coordinación entre profesores
y expertos en comunicación y educación (30,31).
Las industrias pueden colaborar también reseñando
en las etiquetas de los productos alimentarios normas
higiénicas para la manipulación, cocinado y almacenaje
de los alimentos, haciendo hincapié en que el ama de
casa lea y siga las instrucciones de la etiqueta
(32,33>.
1.6 Comolicaciones clínicas y su tratamiento
.
Habitualmente, una salmonelosis <no tyfica> cursa con
un cuadro clínico diarreico de mayor o menor intensidad, con
un cierto grado de afectación general, pero sin mayores
consecuencias para el enfermo. Sin embargo, siempre es
conveniente señalar que, en determinadas circunstancias como
son la edad del enfermo, estados de inmunodepresión o grandes
epidemias de salmonelosis, pueden producirse complicaciones
sistémicas graves (7>
A continuación se señalan algunas de las complicaciones
que pueden surgir, cuya importancia se debe no tanto a su
frecuencia como a su gravedad:
I~5
— e •4.•’I- Hi•IM~ u - u ________________________ — - -
Abscesos cerebrales: Suelen aparecer en niños
(35,36) y, generalmente, tras una infección de
estructuras vecinas <otitis, mastoiditis,
sinusitis, etc.) <371 o tras una meningitis por
Salmonella (38,39>. Normalmente el germen aislado
es de los grupos B, C, D. Su tratamiento
fundamentalmente es con cefalosporinas de tercera
generación, con o sin aminoglucósidos (39> -
Generalmente, los abscesos y empiemas causados por
Salmonella suelen aparecer antes del primer año de
vida (40,41,42)
Bactertemia: Complicación producida generalmente
desde un foco de gastroenteritis. Se suele dar en
niños menores de tres meses <43,44) . La Salmonella
causante de estos procesos es, generalmente,
Salmonel2.a serotipo Enteritidis (45,46,47,48)
Para prevenir esta complicación se recomienda a
niños menores de 6 meses que sufran un proceso de
salrnonelosis tratarlos con terapia antibacteriana,
ya que esto hace que descienda la incidencia de
bacteriemia (49,50>.
Otras localizaciones: Hay algún caso descrito
de abscesos renales (51,52,53,54>. Suelen provenir
de un foco gastroentérico. Suele suceder en niños
con enfermedades concomitantes en vías urinarias.
Los tratamientos de elección en estos casos SOn:
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ampicilina, cloranfenicol, trimetropin-
sulfometoxazol, nitrofurantoina y cefalosporinas
de tercera generación (55,56,57). La conveniencia
de uno u otro antibiótico radica en la duración
del tratamiento, en base a la situación y edad del
paciente, y en la localización de la enfermedad
<58)
-Invasión transolacentaria: Se ha descrito algún
caso de una infección transpíacentaría por un foco
gastroentérico de la madre (59>
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2 EPIDEMIOLOGIA DE LA SALXOMELOSIS
.
2.1 Asnectos ecidemiolócicos: morbilidad, mortalidad y
estado de cortador
La salmonelosis (no Tyfica) es un proceso infeccioso que
cursa con una elevada morbilidad (76) . Se ha podido demostrar
que Salmonella es el agente responsable de la mayoría de las
toxiinfecciones alimentarias en los países desarrollados.
Así, en un estudio realizado en Francia e Inglaterra se
observó que, de 59 brotes producidos por intoxicación
alimentaria cogidos al azar entre 1931 y 1981, 32 fueron
causados por Salmonella sp y que, de 7.800 casos (brotes y
casos aislados) seleccionados de igual manera, .7.718 fueron
producidos por este microorganismo (60).
El numero de intoxicaciones alimentarias se ve además
incrementado, sobre todo, en los meses de verano, por las
óptimas condiciones climatológicas para el desarrollo y
crecimiento del germen, siendo en estos meses elevadísima la
tasa de morbilidad (76>
Las gastroenteritis por Salmonella (a excepción del
serotipo Typhi), como ya se indicó en el apartado de aspectos
clínicos, son procesos que no suelen revestir gravedad, por
lo que la tasa de mortalidad es baja (76) . El proceso suele
remitir en pocos días sin dejar secuelas.
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Existe un estado de portador en este tipo de enfermedad
que reviste mayor importancia cuando el sujeto en cuestión es
manipulador de alimentos. Es difícil prevenir y sobre todo
controlar los posibles portadores, ya que gran parte de ellos
son portadores crónicos y asintomáticos. En la práctica
resulta imposible realizar de forma sistemática un cultivo de
heces de todos los manipuladores de alimentos. Además se ha
demostrado, tras muchos estudios con manipuladores de
alimentos, que coprocultivos negativos no indican en un alto
porcentaje de casos que el manipulador no sea portador de la
enfermedad, pudiendo en un momento determinado ocasionar una
contaminación de los alimentos si sus medidas higiénicas no
son las adecuadas y, consecuentemente, provocar brote
epidémico (152)
2.2 Fuentes de infección y mecanismos de transmisión
.
Las fuentes de infección en las salmonelosis son
generalmente alimentos contaminados . El origen de la
enfermedad es fácil de encontrar por regla general, ya que el
período de incubación de estas gastroenteritis es corto y su
relación con el alimento causante es inmediata (11>
La distribución del microorganismo por alimentos no está
bien determinada. La gran diversidad de alimentos
contaminados por Salmonella viene dada más por la fácil
identificación de este germen en los alimentos que por la
19
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composición propia del alimento (70,72>.
Son muchos los serotipos de ~AirnQnftfl~que se ven
implicados en toxiinfecciones alimentarias. Su distribución
por alimentos varía según los países (70,71>.
Se ha podido demostrar que las condiciones
medioambientales son esenciales en la contaminación del
alimento. Muchos de los productos que se consumen vienen
infectados por gérmenes potencialmente patógenos. Si las
condiciones no son favorables el riesgo de contaminación del
alimento es escaso, pero si su crecimiento se ve favorecido
por unas condiciones medioambientales propicias pueden
ocasionar una importante toxiinfección alimentaria.
Generalmente las fuentes de infección son:
A) Reservorio animal (alimento para animales
contaminado .. infección del animal -. alimento -.
hombre)
Los animales más frecuentemente infectados
son aves, cerdos y ganado. Dentro de las aves los
pollos son los más susceptibles a la contaminación
por salmonellas, debido fundamentalmente a su
producción masiva. Hay dos serotipos que producen
enfermedad específica en estos animales:
Gallinarum y Pullorum (61,62>.
Los patos y pavos suelen infectarse por
20
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Salmonella serotipo Enteritidis y Salmonella
serotipo Typhirnurium (63).
Otras aves en general pueden ser contaminadas
por este microorganismo, pudiendo infectar a).
hombre no sólo por su consumo sino también por la
contaminación de otros animales o alimentos con
sus excretas (66)
Los huevos pueden ser contaminados durante su
formación por una infección del ave, mediante el
paso del microorganismo a través de los poros de
la cáscara (contaminación transovárica> (61>
Otros animales que pueden infectarse con
salmonelas, aunque en una proporción mucho menor
que en el caso de las aves, son los cerdos y el
ganado en general. En el caso del ganado vacuno es
Salmonella serotipo Dublin la más frecuentemente
aislada. En el caso de ovejas y cabras el serotipo
más frecuente es Abortusovis (produce aborto en
ovejas> (65) . Salmonella serotipo Enteritidis,
Typhimurium, Dublin, Oranienburg y Java producen
graves trastornos en corderos <65>
Los animales domésticos pueden verse
contaminados, infectando posteriormente al hombre
por sus excretas. Los serotipos más frecuentemente
implicados Sofl: Salmonella serotipo Enteritidis y
Typhimurium (64)
Los artrópodos y pulgas son unos transmisores
ideales de la enfermedad, ya que transportan las
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salmonelas en sus patas o en la saliva. Asimismo
se aíslan salmonelas de animales de sangre fría
(tortugas y lagartos> fundamentalmente de las
subespecies lila y IIIb (67)
B) Infección de los alimentos (60)
Los alimentos pueden estar contaminados por
alguna de las siguientes causas:
- El animal del cual deriva el alimento está
infectado.
- El animal o el alimento estaba en contacto
con animales infectados.
- Contaminación del alimento en su
tratamiento y elaboración.
C) Reservorio humano (60)
El portador de la enfermedad puede contaminar
alimentos, agua de mar, aguas recreativas,
residuales, etc.
Los alimentos más frecuentemente infectados
son: huevos, leche y carne (69,73,74,75).
La contaminación de los alimentos puede ser
intrínseca (infección del animal del que proceden>
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2.3 Situación epidemiolócuica mundial de la salmonelosis
.
Las enfermedades diarreicas en general son la mayor
causa de morbi -mortalidad en los países en vías de
desarrollo. En los países desarrollados, aunque la mortalidad
es escasa la morbilidad es alta (76>
La importancia de las gastroenteritis por Salmonella (no
Typhi) en los países en vías de desarrollo es relativamente
menor con respecto a otros gérmenes causantes de diarreas,
más por el aspecto benigno de su clínica que por el numero de
afectados .En los países desarrollados Salmonella es la
principal causa de gastroenteritis, siendo su principal
fuente de infección, como ya se ha mencionado anteriormente,
los alimentos contaminados <77)
Existen datos muy dispares acerca del número de casos de
salmonelosis declarados en un determinado año entre unos
paises y otros. Generalmente, el número de casos declarados
no corresponde con el número real, dependiendo, en su mayor
parte, de la información sanitaria de cada país.
Paradójicamente, paises con mejores condiciones higiénico-
sanitarias declaran mayor número de casos de salmonelosis que
países con medidas más deficitarias. Ello se debe,
fundamentalmente, a la información epidemiológica y control
sanitario existente. Otras veces es debido a que en
determinados países los casos de diarreas por Salmonella no
tienen importancia, aunque sean un número elevado, con
23
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respecto a diarreas más graves causadas por otros gérmenes
más patógenos (vg. cólera).
Un ejemplo de todo esto aparece plasmado
realizado en Inglaterra en 1986, que recoge































Dicho trabajo incluye un análisis de la incidencia de
Salmonella por serotipos en distintos países. Existen dos
serotipos mayoritarios implicados en la contaminación de
alimentos: serotipo Enteritidis y Typhimurium. Hasta 1986
Salmonella serotipo Typhimurium era el serotipo más
frecuentemente aislado, pero a partir de ese año Salmonella
serotipo Enteritidis pasó a ocupar la primera posición,
siendo esto más evidente en Europa que en América (78>
Así pues, a partir de los últimos 8 años Salmonella
serotipo Enteritidis ha pasado a ser el serotipo más
importante como causante de salmonelosis en Europa, América
del Norte y del Sur, pudiéndose incluir también Africa,
24
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aunque en este continente las diarreas más importantes <más
por su gravedad que por su frecuencia> no sean las producidas
por este microorganismo. La causa de este aumento no está
clara pero se estima relacionada con el consumo
indiscriminado de huevos y pollos contaminados (79>.
En el trabajo anteriormente mencionado (78>, se hace
también un estudio comparativo del número de casos producidos
por Salmonella serotipo Enteritidis y Typhimuriurn en
distintos países durante 1986
PAISES N0 TOTAL SEROTIPO SEROTIPO
CEPAS ENTERITIDIS TYPHIMURIUT’4
Austria 3.098 641 512
Bulgaria 1.559 719 403
Dinamarca 1.636 654 540
Finlandia 5329 1.859 1.032
Hungría 17.488 8.908 1.698
G.B. 14.415 5.885 4.001
EE.UU. 42.028 10.742 5.967
Fue a partir de 1988 cuando la frecuencia de Salmonella
serotipo Enteritidis aumentó en todos los países (80) . Esto
dio pie a numerosos estudios, asociándose el serotipo
Enteritidis en la mayoría de los casos al consumo de huevos
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2.4 Situación enidemiolócica de la salmonéloiifl en Escaña
.
En España, al igual que en el resto de los paises
desarrollados, el principal agente causal de las diarreas es
Salmonella (no Typhi) . Estudios realizados por el Centro
Nacional de Referencia de salmonelas del Centro Nacional de
Microbiología, Virología e Inmunología Sanitarias (CNMVIS)
del Instituto de Salud Carlos III así lo confirman
(84,85,86,87,88,89,9O>.
Hasta 1982 el serotipo más frecuente era ‘typhimurium,
pero a partir de esa año Enteritidis pasó a ser el serotipo
mayoritario en España.
En la tabla 1 y gráfico 1 aparecen reflejados los
serotipos mayoritarios entre 1980 y 1991, apreciándose el
aumento progresivo de aislamientos de Salmonella serotipo
Enteritidis a partir de 1982, así como la gran diferencia de
este serotipo y el serotipo ‘typhimurium con el resto de los
serotipos mayoritarios aislados en España entre 1980 y 1991
(84,85,86,87,88,89,90>. En todas las tablas y gráficos que se
muestran a lo largo de este trabajo no se incluye el número
de aislamientos de Salmonella serotipo Typhi.
El aumento progresivo que ha sufrido el serotipo
Enteritidis ha sido tanto en aislados de origen humano como
no humano (90), existiendo una clara influencia estacional
que da lugar a la aparición de un pico en los meses de verano
26
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(Gráfico 2>
El gráfico 3 recoge los porcentajes totales de los
serotipos más abundantes en 1991.
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TABLA 1. SEROTIPOS MAYORITARIOS DEL GENERO ~hLEQflLLb
AISLADOS EN ESPAÑA ENTRE 1980-1991.










1981 35,9 37,5 0,6 6,1 3,5 1,9 0,9 2,1
1982 35,8 28,0 0,9 5,1 5,3 2,8 0,9 3,1
1983 ¡ 43,0 21,6 0,5 3,3 2,9 0,2 5,8 4,2
1984 45,2 12,5 3,0 1,6 2,1 0,5 2,9 3,6
1985 61,7 13,1 3,1 0,7 0,9 0,2 2,7 1,8
1986 93,5 12,7 5,9 0,6 1,5 0,1 2,4 2,3
1987 63,4 8,3 6,9 0,2 1,2 0,5 1,8 0,9
1988 50,9 12,5 7,7 0,5 0,0 1,6 1,7 0,6
1989 48,6 14,1 6,6 0,1 0,6 1,6 0,1 2,3
1990 46,4 16,5 4,9 0,4 0,3 1,2 1,5 1,9
1991 44,0 21,1 5,8 0,3 0,1 0,5 1,6 1,0
Enter Typbm Virch Heide Block Agona Ohio Infn
Enter: Enteritidis ¡ Typhm: Typhimurium ¡ Virch: Virchow
Heide: Heidelberg / Block: Elockley ¡ Infn: Infantis
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3 EL MICROORGANISMOS SALMOMELLA F2TERICA SEtOTIPO
EIiTERITIDIS
.
La exposición del microorganismo Salmonella serotipo
Enteritidis se hará, en este trabajo, de forma global con el
resto de los serotipos que constituyen el género Salmonella
,
ya que este serotipo no presenta ninguna excepción a las
características generales del género al que pertenece.
3.1 Posición taxonómica y nomenclatura
Las bacterias que componen el género Salmonella fueron
exhaustivamente estudiadas en la primera mitad de este siglo,
lo que llevó a conferir a los distintos serotipos la
categoría de especies <107) . Esta situación atípica, objeto
de controversias, condujo al equipo del profesor L. Le Minor
a realizar, a principios de la década de los ochenta, un
amplio estudio taxonómico basado en taxonomía numérica y en
la homología AflN-ADN <91,92>.
Para ello realizaron una selección de cepas
representativas de los distintos subgéneros de Kauffmann (93>
y de los principales serotipos y biotipos (94>
Los resultados obtenidos les llevaron a postular la
existencia de una sola especie y 6 subespecies, añadiéndose
posteriormente, en el año 1986, una séptima subespecie (95)
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Por lo tanto, el serotipo perdió la categoría taxonómica de
especie, que hasta entonces había tenido, concediéndosele a
partir de entonces un valor como marcador epidemiológico, al
igual que sucede con los distintos biotipos, fagotipos, etc.
En base a los trabajos anteriormente mencionados y a una
modificación realizada en el año 1987 (94), la nomenclatura
de las distintas subespecies queda de la siguiente forma:






































Según este criterio el serotipo se escribiría sin
subrayar, empezando con una letra mayúscula. Ahora bien,
debido al uso general de la nomenclatura antigua en los
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trabajos anteriormente citados (94,95>, se propone que, a
efectos prácticos y para no complicar la nomenclatura actual,
se mantengan los serotipos tradicionales precedidos por la
palabra serotipo, como se indica en el siguiente ejemplo:
Salmonella enterica, subespecie enterica, serotipo
Enteritidis o Salmonella serotipo Enteritidis.
En un trabajo de 1989 Reeves et al. (95,98>, basándose en
estudios genéticos, proponen que la subespecie bongori sea
elevada a la categoría de especie, quedando, por lo tanto,
según dicho autor, en el género Salmonella dos especies:
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3.2 Características cenerales y bioauímicas
Salmonella serotipo Enteritidis se encuentra dentro del
género Salmonella y de la familia Enterobacteriaceae (96)
El género Salmonella está compuesto por bacterias Gram
negativas (0,5-0,8 x 1 micras>, no esporuladas, no capsuladas
(salvo Salmonella serotipos Typhi, Faratyphi O y Dublin),
normalmente móviles por flagelos perítricos (excepto
Salmonella serotipo Gallinarum), aerobias o anaerobias
facultativas. Crecen bien en medios ordinarios entre límites
de pH 6-8, con temperatura óptima de 37,5W. Crecen en
colonias circulares <2-4~im de diámetro>, planas, convexas y
brillantes (96>
Pueden sobrevivir en el agua durante 2 ó 3 semanas y en
aguas residuales entre 1 y 2 meses; en el hielo y en la nieve
persisten viables más de 3 meses. En contraste, se destruyen
rápidamente al pasteurizar la leche o dorar el agua y son
sensibles a los desinfectantes habituales. El fenol al St las
mata en 5 minutos (96>
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3.3 Aislamiento e identificación
.
El aislamiento e identificación de Salmonella serotipo
Enteritidis se realiza, generalmente, a partir de
coprocultivos (al igual que la mayor parte de los serotipos
que constituyen el género ~ por lo que se han
ideado medios para evitar el crecimiento de la flora
saprofita entérica y facilitar, de este modo, el desarrollo
de los patógenos intestinales <11>
Si sólo existe la posibilidad de utilizar un único medio
de enriquecimiento se suele emplear caldo QN (Gram negativos>
para fines generales, aunque existen otros más específicos
para cada uno de los diferentes géneros de enterobacterias.
Uno de los más útiles es el tetrationato de Muller (al
modificarle con sales biliares es medio de Kauffmann)
Los medios de aislamiento más frecuentemente usados para
Salmonella son:
- Medios no inhibidores: agar sangre o agar
nutritivo.
- Medios no inhibidores diferenciales: agar azul de
bromotimol, agar lactosa rojo fenol.
- Medios de escasa selectividad: agar McConkey, agar
eosina azul de metileno (EMB>
- Medios moderadamente selectivos: agar Salmonella -
Shiaella
- Medios muy selectivos: agar sulfito de bismuto,
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pero sólo para el serotipo Typhi, o agar verde
brillante para salmonellas en general.
También es posible aislar salmonellas no sólo de heces
sino de abscesos, orina y, en caso de bacteriemias, de
sangre.
El hemocultivo normalmente da resultado positivo en la
mayoría de los casos no tratados entre los 7 y los 10
primeros días de la enfermedad (11) . La muestra debe ser
tomada preferentemente en el período de subida de temperatura
y deberá repetirse varias veces en el transcurso del día. La
sangre se siembra en un medio nutritivo líquido o semisólido.
Para pasos sucesivos se emplearán frascos de Castañeda donde
se asocia medio líquido y medio sólido.
La población de bacterias presentes en sangre es
normalmente pequeña, de 10 a 20 ufdm1, por lo que es
conveniente sembrar una cantidad igual o mayor que esta.
Otra posibilidad es aislar la bacteria a partir de un
coágulo que se obtiene de la muestra de sangre extraída. Es
necesario lisar dicho coágulo mediante estreptoquinasas o por
la bilis del medio de tetrationato (medio de Muller-
Kauffmann) (97>
Tras el aislamiento del germen, las colonias sospechosas
se siembran en medios de identificación bioquímica (96>
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3.4 Estructura anticánica
El género Salmonella tiene tres clases de antígenos
utilizados como marcadores epidemiológicos y que dan lugar a
los distintos serotipos. Estos son: los antígenos somáticos
“O”, los antígenos flagelares “H” y el antígeno capsular “Vi”
(99>
En Salmonella serotipo Enteritidis dichos antígenos
tienen las siguientes características:
* Antígeno somático “0%
Es un antígeno termoestable, complejo, de
naturaleza lipopolisacaroidea (LPS>. Las moléculas,
según Luderitz (100>, se pueden dividir en tres regiones
CI, II y III) . La región III corresponde al lípido A,
principal determinante de la toxicidad del LPS. La
región II es de naturaleza polisacárida y muy similar en
todas las salmonellas. La región 1 ha sido estudiada con
mucho detenimiento en los últimos anos, es de naturaleza
polisacárida, es variable y responsable de la
especificidad de los antígenos somáticos. Esta región,
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Tyvulosa 2-0 Acetil-glucosamina
1,3 0 1,4 ci
6
• . ----- Manosa Rhamnosa galactosa
2 1,4 1,3 1
La presencia del antígeno somático se detecta por
técnicas de aglutinación en tubo, porta o
microaglutinación.
Los antígenos somáticos se ven sometidos a
fenómenos que cambian la estructura del LPS (102) . La
variación Lisa-Rugosa es la más importante (103) . Es una
variación que sucede en todas las salmonellas y se debe
a mutaciones que bloquean diferentes pasos en la
síntesis de la cadena polisacárida, tanto en la región
1 como en la región II.
Existen otras variaciones que son:
5 -. T -. R (93>
Variación inducida por bacteriófagos <104>
Se conocen, dentro del género Salmonella, 67
factores antigénicos “0” distintos. Se les puede
clasificar en:
- Factores antigénicos mayores o de grupo: Estos
factores tienen un alto poder discriminatorio. Su
estudio permite clasificar las salmonellas en
grupos (A, E, C1, e,, C3, D,, D,, . . .) . Salmonella
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serotipo Enteritidis pertenece al grupo D1.
- Factores antigénicos menores o accesorios: De
escaso poder discriminatorio, suelen ir asociados
a uno o varios factores antigénicos mayores.
Los antígenos somáticos del serotipo Enteritidis
son 1, 9 y 12. El antígeno 1 puede, en ocasiones, no
existir (105>
* Antígenos flagelares “E”:
Los flagelos son perítricos y tienen estructura
compleja, formada por un cuerpo basal, cuello y
filamentos. La especificidad antigénica reside en
determinadas proteínas del filamento, llamadas
flagelinas, cuyo peso molecular varía entre 51.000 y
57.000. La flagelina está formada por monómeros que se
repiten y tienen una parte común y una parte variable.
Se cree que es en la parte variable donde resiae la
capacidad antigénica flagelar.
En la práctica, la detección de los antígenos
flagelares se hace por aglutinación en porta, tubo o
microcápsula a partir de una suspensión de gérmenes muy




tienen dosLos antígenos flagelares
características especiales (106>
- Ciertos tipos de 1nQn~J4a sólo pueden
fabricar flagelos de una sola especificidad.
El antígeno “H”, en este caso, se llama
monofásico. En este grupo está incluido el
serotipo Enteritidis.
- La mayor parte de los serotipos de ~
están capacitados para expresar
alternativamente dos especificidades de su
antígeno “H”. En este caso el antígeno se
llama difásico.
La variación más importante que sufre el antígeno
“H” en el género Salmonella es la variación de cambio de
fase. Muchos de los serotipos de este género tienen dos
fases (1 y II> y otros poseen una sola. Las cepas que
tienen dos fases representan en su genoma la información
para ambas fases; sin embargo, cada bacteria sólo
expresa una de ellas, pudiendo revertir una en otra. La
fase 1 revierte en la fase II una vez cada 1.000 ó
10.000 divisiones. La fase II revierte en la fase 1 con
una frecuencia menor.
En orden a los antígenos somático y flagelares,
Kauffmann-White han establecido un esquema para los
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distintos serotipos de Salmonella que se han descubierto
hasta hoy <4>.
Salmonella serotipo Enteritidis, como ya se ha
mencionado, sólo posee la fase 1 de su antígeno “H” (es
un antígeno “H” monofásico> . Su esquema antigénico con
respecto a H es:
gm: -
gin: antígeno “H” de fase 1.
-: no posee antígeno “H” de fase II.
* Antígeno capsular:
Salmonella serotipo Enteritidis carece de él.
Es un antígeno poco frecuente en salmonelas. Sólo




Los marcadores epidemiológicos usados para el estudio de
Salmonella serotipo Enteritidis se aplican también para el
estudio de otros serotipos.
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Le Minor diferencia los marcadores epidemiológicos para
salmonella en mayores y menores <108) . Los mayores vienen
determinados por genes cromosómicos. Estos determinan la
especie, subespecie y serotipos. El más importante es la
serología. Los menores son aquellos que están afectados por
replicones extracromosómicos o no tienen la suficiente
estabilidad genética; se utilizan para dividir los serotipos.
Estos son: biotipia, auxotipia, patrones electroforéticos de
isoenzimas, sensibilidad a antimicrobianos, fagotipia,
bacteriocinotipia, perfiles plasmídicos, etc.
En cuanto a los mayores pocas novedades han aparecido en
los últimos años, a excepción de la nueva nomenclatura
anteriormente citada, diferenciándose las especies por
algunas características bioquímicas (109>
3.5.1 Serotinia
.
Es una técnica tradicionalmente empleada en el estudio
de las salmonelas, debido a que en ella confluyen las





- Alto poder discriminatorio.
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Kauffmann (93) fue principalmente quien desarrolló este
marcador y, gracias a él, hoy en día se pueden distinguir un
número mayor a 2.300 serotipos diferentes.
Son numerosos los trabajos publicados sobre el origen y
distribución mundial de los distintos serotipos (90,110>.
El fundamento de la serotipia radica en la detección de
aquellos antígenos esenciales del microorganismo y que
habitualmente forman parte de sus estructuras exteriores. La
serotipia se realiza con sueros obtenidos a partir de conejos
inoculados, teniéndose que realizar a veces absorciones para
eliminar las reacciones cruzadas que pudieran existir.
Las técnicas de serotipia más utilizadas son: la
aglutinación en porta, en tubo y una variante de ésta que es
la aglutinación en microplaca.
La serotipia determina la estructura antigénica de la
bacteria que, atendiendo al esquema de Kauffmann-White (93>,
nos dará el serotipo buscado.
Por último, solo cabría destacar que, según Le Minor
(108), el 99,7% de las cepas de Salmonella de origen humano
pertenecen a los serotipos de la subespecie 1, en la cual
está incluido el serotipo Enteritidis.
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3.5.2 Resistencia a antimicrobianos
.
La antibiotipia es una técnica de marcaje que consiste
en la detección de resistencias de los microorganismos a
distintos antimicrobianos, pudiendo establecer diferencias
dentro de un mismo serotipo.
La resistencia puede tener dos orígenes:
- No genético: Por pérdida de receptores específicos
o simplemente porque el germen es fenotípicamente
resistente a un medicamento.
- Genético: Por resistencia cromosómica, debido a
una mutación espontánea y por resistencia extra-
cromosómica, por plásmidos del citoplasma o del
cromosoma bacteriano.
Las salmonellas presentan, con mucha frecuencia, una
resistencia en bloque a la ampicilina, estreptomicina,
kanamicina, cloranfenicol y tetraciclina.
La resistencia a antimicrobianos puede ser de gran
utilidad como marcador epidemiológico complementario, sobre
todo en los casos en que los marcadores epidemiológicos
tradicionales no aporten la suficiente discriminación
(111, 112)
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Es un marcador epidemiológico que se basa en la
tipificación de cepas mediante la obtención y caracterización
de plásmidos (113,114).
Los plásmidos, en ocasiones, portan genes que confieren





- Plásmidos de resistencia.
- Plásmidos degradantes.
- Plásmidos de virulencia.
La técnica de la plasmidotipia se basa en la detección
y caracterización de los plásmidos atendiendo a su peso
molecular y migración electroforética en geles de agarosa.
Los métodos más utilizados para la extracción plasmídica
son:
- Kado y Liu (115>.
- Birboim y Doly (116>.
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Una modificación del método de Kado y Liu es el
propuesto por Nakamura y Sato (117). Es una técnica descrita
fundamentalmente para Salmonella Enteritidis.
En el Laboratorio de Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. se
hizo un trabajo sobre contenido plasmídico de cepas de
Salmonella Enteritidis (118), encontrándose 8 perfiles
plasmídicos diferentes (Tabla 2) . Se vio que en el 80% de los
casos aislados estudiados y en el 61,5% de los brotes




















1 36 80 61.5
II 36;2.S;l.2 10 7.7
III 36;3.9;2.4 4 7.7
IV S.3;3.3 0 7.7
V 36;l.8;l.2 0 7.7
VI 55;36;22;5.S 2 0
VII 36;l.8 2 0
VIII 36;l.2 2 0
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3.5.3.2 Patrones de fragmentos de ADN cortados con
endonucleasas de restrinción.
Pueden aplicarse sobre ADN plasmidico y sobre AflN
cromosómico de las cepas que se desean -estudiar
<119,120,121>.
Estudios realizados por Chart (122) demuestran que
determinadas cepas de Salmonella serotipo Enteritidis (cepas
fagotipo 4 por el esquema de fagotipia de L.R. Ward (153)) se
encuentran en posesión, casi en su totalidad, de un plásmido
de 36 Md que les confiere especial virulencia.
Existen trabajos preliminares hechos con endonucleasas
sobre AflN cromosómico de cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis, en los que se ha observado que tales cepas
tenían prácticamente el mismo patrón de restrinción (123)
3.5.3.3 Ribotipia.
Se basa en el estudio de los patrones de restrinción de
los genes de ARR ribosómico. Es una técnica estable y
reproducible pero que hasta la actualidad se ha aplicado tan
solo a unos pocos serotipos de Salmonella , pudiendo ser
utilizada como marcador complementario de otros marcadores
epidemiologicos (124>
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3.5.4 Patrones electroforéticos de isoenzimas
.
Reeves y cols.<125) y Selander y cols.(126) han
realizado estudios de patrones electroforéticos de enzimas de
Salmonella serotipo Typhi, demostrando que las cepas
estudiadas provenientes de distintas partes del mundo
proceden de un solo clon, según Reeves, o dos clones, según
Selander, lo cual, aunque es muy interesante
filogenéticamente, es poco útil como marcador epidemiológico.
3.5.5 Faaotioia
La fagotipia es un sistema
tipificación de cepas por medio
De todos los marcadores
anteriormente éste es el mas
serotipos del género Salmonella




3 .5 .5.1 Bacteriófagos.
Los bacteriófagos son virus que infectan a las
bacterias. Están compuestos por cabeza y cola. La cabeza
contiene el ácido nucleico, rodeado de una cubierta proteica
o cápside, la cual está formada por subunidades idénticas
agrupadas para formar una estructura prismática. El diámetro
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de la cabeza oscila entre 25um en los pequeños y lOOx7Oum en
los grandes. La cola suele ser larga y flexible,
monocontráctil (TS) o rígida contráctil (T4,P2...) . Es el
órgano de unión a la bacteria. Su composición no es muy
conocida. Su estructura es generalmente proteica
(128,140,141). Generalmente, el receptor de la bacteria se
encuentra en el lipopolisacárido del antígeno 0 (128>
Existen, fundamentalmente, dos tipos de bacteriófagos:
- Salvajes o silvestres: Se encuentran en la
naturaleza. Dentro de éstos existe una variedad
que son los bacteriófagos adaptados. Estos últimos
son específicos para un tipo determinado de
Salmonella. Se pensó, en un principio, que éstos
eran mutadores de la célula huésped, pero más
tarde se vio que eran los propios fagos los que
sufrían modificaciones al ser enfrentados en
varias ocasiones a una misma cepa, de forma que se
hacían activos frente a cepas que en un principio
no lisaban (130,131,132>.
- LisoQénicos: Forman parte de la estructura
genética de la bacteria. La situación de lisogenia
es una forma especial de interacción virus-
huésped, basada en la asociación íntima del ADN
vírico y bacteriano. Existe un entrecruzamiento





el mismo mecanismo de
observado en la recombinación
genética. Sólo presentan poder lítico frente a su
célula huésped si sufren algún tipo de
modificación genética.
esquema 1 representa la estructura
bacteriófago. El esquema 2 representa el mecanismo de
inserción-recombinación de un bacteriófago lisogénico con su
célula huésped.
3.5.5.2 Ciclo del bacteriófago y del huésped.
La absorción e infección de la bacteria




D.- Salida del bacteriófago






3.5.5.3 Esquemas de Fagotipia.
Un esquema de fagotipia consta de un juego de
bacteriófagos y de una serie de fagotipos resultantes de la
acción de estos bacteriófagos sobre un grupo de cepas que se
desea tipar.
En relación al tipo de bacteriófagos usados, existen
varios modelos de esquemas de fagotipia (129):
A.- Sistema de fagotipia formado por bacteriófagos
salvajes y un número de bacteriófagos derivados de
los salvajes por adaptación (130>
B.- Sistema de fagotipia formado por bacteriófagos
salvajes, sus adaptados y lisogénicos (134,142)
O. - Sistema formado por bacteriófagos silvestres y
lisogénicos (133)
D.- Sistema formado por bacteriófagos lisogénicos
(134,135,136).
Existen esquemas de fagotipia desarrollados para
determinados serotipos de Salmonella (138> . Los esquemas
internacionalmente establecidos son para los serotipos Typhi,
Paratyphi A y E y Typhimurium (139).
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Los trabajos de Felix y Craigie sobre desarrollo de
esquemas de fagotipia condujeron a la formación del Comite
Internacional para Fagotipia de Patógenos Entéricos (IFEPT),
que nombró como Laboratorio Internacional de Referencia a la
División de Patógenos Entéricos de Colindale, Londres (127)
En nuestro Laboratorio, en 1987 se desarrolló un esquema
de fagotipia para Salmonella serotipo Enteritidis (133>. Su
uso es exclusivamente local. Aunque presenta una alta
tipabilidad, su poder discriminatorio es bajo, siendo
necesario mejorarlo.
3.5.5.4 Técnicas de Fagotipia.
Existen, fundamentalmente, dos técnicas de fagotipia:
- Directa: Consistente en el aislamiento de
bacteriófagos salvajes de la naturaleza y su
posterior aplicación a un conjunto de cepas que se
desean estudiar.
- Indirecta: Consistente en la inducción de
bacteriófagos de las propias cepas y, una vez
transformados en líticos, formar con ellos un
juego de fagotipia para las cepas a estudiar.
El esquema 4 representa las técnicas de la fagotipia
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directa (juego de bacteriófagos silvestres> y la fagotipia
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OBJETIVO GENERAL
El elevado número de toxiinfecciones alimentarias en
España producidas por Salmonella y, dentro de este género, la
supremacía de los aislamientos del serotipo Enteritidis,
unido a la falta de marcadores epidemiológicos homologados
internacionalmente para este serotipo, nos ha llevado a la
configuración de un nuevo marcador epidemiologico
complementario para este serotipo, con el fin de mejorar la
vigilancia epidemiológica y el control de la Salmonelosis
producida por Salmonella serotipo Enteritidis.
OBJETIVOS COMPLEMENTARIOS
1.- Búsqueda, aislamiento y selección de bacteriófagos
silvestres líticos frente a Salmonella serotipo
Enteritidis, aislados de aguas residuales de distintas
zonas geográficas de España.
2.- Búsqueda, aislamiento y selección de bacteriófagos
lisogénicos en cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.
3.- Ampliación y desarrollo del esquema de fagotipia
autóctono (133), elaborado en el Laboratorio de
Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. en trabajos anteriores,
aportando nuevos bacteriófagos salvajes y lisogénicos
previamente seleccionados.
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-.Evaluación de otros esquemas de fagotipia de Salmonella
serotipo Enteritidis autóctonos de otros paises y de
otros microorganismos con características semejantes a
este, para su posible aplicación en cepas de este
serotipo aisladas en España, así como la posible
incorporación de algún bacteriófago de estos esquemas al
nuestro.
5u~ Aplicación del nuevo esquema de fagotipia autóctono una
vez configurado en cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis para comprobar su poder discriminatorio.
6.- Aplicación del nuevo esquema de fagotipia autóctono a
brotes de gastroenteritis ocasionados




7.- Evaluación de la eficacia de la fagotipia como marcador









1 MUESTRAS DE AGUA
.
1.2. Oricen de Las muestras de acua
Las muestras de agua fueron el material de aislamiento
de bacteriófagos salvajes. Dichas muestras procedían de:
-Aguas residuales.
-Aguas estancadas.
-Aguas de entrada y salida de depuradoras.
-Aguas contaminadas de superficies (nos, lagos, mar
Fueron remitidas por laboratorios de Microbiología de
diferentes provincias Españolas, que habitualmente envían
cepas de Salmonella a nuestro laboratorio para su estudio.
La recogida y envío de las muestras de agua se hizo
siguiendo un protocolo que les fue remitido. Dicho protocolo
se detalla a continuación:
PROTOCOLO DE RECOGIDA Y ENVIO DE MUESTRAS DE AGUA:
1.- Puntos de recogida:
- Aguas fecales de colectores de salidas de
alcantarillado.
- Aguas fecales de entradas y/o salidas de depura-
doras.
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- Aguas de regadío.
— Aguas estancadas.
2 - Toma de la muestra:
- Tomar dos litros de agua de dos puntos
gida diferentes.
de reco-
- En cada frasco, anotar en la etiqueta el lugar
de recogida.
- Conservar en nevera (4W) hasta el momento del
envío.
3.- Envío de la muestra:
- Remitir a nuestro laboratorio, en un plazo no
superior a tres días desde la fecha de recogida.
- Enviar por correo ordinario.
1.2 Seleccián de las muestras de agua
.
IDe todas las muestras de agua recibidas se hizo una
selección, basada fundamentalmente en:
- Calidad de la muestra.
- Diversidad geográfica.
- Distintos origenes de recogida de la muestra.
Se seleccionaron finalmente 16 muestras procedentes de
8 provincias españolas. Esta selección viene reflejada en la
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tabla 3.
TABLA 3. MUESTRAS DE AGUA SELECCIONAflAS PAfl EL AISLAMIENTO
DE BACTERIOFAGOS SALVAJES.




















(Vertido urbano + agrícola)
Entrada depuradora
(Vertido urbano + industrial>
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2 CEPAS DE SALMONELLA SEROTIPO ENTERITIDIS
.
2.1 Procedencia y origen de las cepas
Las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
seleccionadas para este trabajo proceden de la colección de
cepas de Salmonella existente en el Laboratorio de
Enterobacterias del Centro Nacional de Microbiología
Virología e Inmunología Sanitarias <CuN.M.V.I.S.1 del
Instituto de Salud Carlos III. Las cepas son remitidas
periódicamente por distintos laboratorios de Microbiología de
coda España para su estudio.
Todas las cepas seleccionadas fueron de origen humano.
Se aislaron de heces de personas afectas de un proceso de
gastroenteritis por Salmonella serotipo Enteritidis o de
portadores asintomáticos de la enfermedad.
2.2 Distribución de las cenas en grupos
Se seleccionaron un total de 1.706 cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis, pertenecientes a cinco grupos. Estos
son:
- GRUPO PRIMERO: Formado por 50 cepas de Salmonej.la
serotipo Enteritidis elegidas entre todas las cepas de
este serotipo existentes en el Laboratorio de
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Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. Estas cepas se
seleccionaron atendiendo a la máxima diversidad
geográfica y fecha de aislamiento de la muestra, entre
1981 y 1991 (Tabla 4)
GRUPO SEGUNDO: formado por 100 cepas seleccionadas con
el criterio del grupo anterior . Son cepas asimismo
pertenecientes a la colección existente en el
Laboratorio de Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. Su
distribución geografica viene representada en el Mapa 1.
GRUPO TERCERO: formado a su vez por dos subgrupos:
- SUBGRUPO A: Formado por 9 cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis correspondientes, cada una de
ellas, a los 9 fagotipos del esquema autóctono
(133), elaborado en estudios previos en el
Laboratorio de Enterobacterias del C.N.M.V
51.S.
Este grupo viene representado en la Tabla 5.
- SUEGRUPO 3: Formado por 5 cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis no fagotipables por el juego
autóctono (133) En la Tabla 6 viene representado
dicho grupo.
GRUPO CUARTO: formado por 1500 cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis seleccionadas de la colección de
aislados de este serotipo del Laboratorio de
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Enterobacterias del C.N.MuV. i.s. se eligieron atendiendo
a los mismos criterios aplicados para el grupo primero.
Este grupo incluye las cepas pertenecientes al segundo
grupo. El Mapa 2 recoge la distribución geográfica de
este cuarto grupo.
-GRUPO QUINTO: formado por 42 cepas pertenecientes a 8
broces de gastroenteritis por Salmonella serotipo
Enteritidis tras una toxiinfección alimentaria. Los
brotes fueron numerados correlativamente del 1 al 8.
Este grupo viene reflejado en la Tabla 7.
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~E04l 1985 Madrid Enfermo 34 Aislado
78099 1985 Madrid Enfermo 15 Aislado
78299 1985 Barcelona Enfermo 6 m Aislado
78863 1985 Zaragoza Enfermo 38 Aislado
78881 1985 Barcelona Enfermo 20 Aislado




79649 1985 Madrid Enfermo NC Aislado
79672 1985 Barcelona Enfermo 42 Aislado
79678 1985 Madrid Enfermo 45 Aislado
80041 1986 Vitoria Enfermo 9 Aislado
80048 1986 Madrid Enfermo 15 Aislado
80063 1986 Málaga Enfermo NC Aislado




80371 1986 La Rioja Enfermo 32 Aislado
80441 1986 Gerona Enfermo NC Aislado
80523 1986 Barcelona Enfermo 8 Aislado




88158 1986 Barcelona Enfermo 22 Aislado
88523 1986 Barcelona Enfermo NC Aislado
88736 1986 Madrid Enfermo 9 Aislado
88825 1986 Zaragoza Enfermo NC Aislado
89015 1986 Guadalajara Enfermo 35 Brote
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89031 1986 Pamplona Enfermo 5 Aislado
89033 1986 Zamora Enfermo 9 Aislado




89328 1986 La Rioja Enfermo 20 m Aislado
89354 1986 Granada Portador NC Brote




89468 1986 Castellón Enfermo Lac. Aislado
89469 1986 Teruel Enfermo Lac. Aislado
89542 1986 Gerona Enfermo 14 Aislado
89595 1986 Valladolid Enfermo NC Aislado
2 1987 Madrid Enfermo 69 Aislado
5 1987 Barcelona Enfermo NC Aislado
15 1987 Toledo
(Talavera>
Enfermo 6 m Aislado
19 1987 Zaragoza Portador NC Aislado
35 1987 Zaragoza Portador 22 m Aislado
38 1987 Malaga Enfermo NC Brote







361 1987 Logroño Enfermo 5 Aislado
406 1987 Zaragoza Enfermo 5 Aislado
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2 5048 1982 Heces enf. Barcelona
C 2259 1980 Heces enf. Madrid
D 6566 1984 Heces enf. Madrid
E 7072 1983 Heces enf. Toledo
E 7432 1980 Heces enf. Madrid
0 9193 1982 Heces enf. Madrid
H 13730 1984 Heces enf. 1 Alicante
1 9194 1985 Heces enf. Madrid







2201 1980 Heces enf. Madrid
2216 1980 Heces enf. Madrid
2268 1980 Heces enf. Madrid
2272 1980 Heces enf. Madrid
15044 1982 Heces enf. Madrid
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TABLA 7. GRUPO QUINTO. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.
BBROTE CASOS AALIMENTOCAUSANTE PRESENCIADE
PORTADOR
TIPO DEEPIDEMIA PROCEDENO.GE GRAFICA
1 12 Mouse de
chocolate
Sí DC Las Palmas
(Arucas>
¿ A Mouse de
chocolate
Si DC Las Palmas
(Sta.
Brígida>
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2.3 Crecimiento y conservación de las cepas
.
La formación de todos los medios de cultivo utilizados
en este apartado y los siguientes se exponen en el anexo.
Las cepas se sembraron en placas de Agar Mac Conkey
(Mcc) en aislamiento, incubándose durante 18-24 horas a 37%.
Se picó una colonia lisa bien aislada y se sembró en masa en
placas de ISA (Triptosa con extracto de levadura) . Se incubó
durante 18-24 horas a 37W. A partir de este último
crecimiento se realizó por un lado la identificación
bioquímica y por otro lado se conservó e). germen en dos
viales de leche descremada, uno de los cuales se congeló a
-70% y el otro se liofilizó.
Para su huso habitual y mantenimiento en cortos periodos
de tiempo se sembró en TSA inclinado.
3 IDBITIFICACION
3.1 Pruebas biocuimicas convencionales
3.1.1 Medios diferenciales combinados
De un cultivo incubado durante l8-24h se sembraron los
siguientes medios bioquímicos combinados:
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a) Agar de Klialer con hierro (KIA> Este medio se inocula
en profundidad y en superficie en el pico de flauta
incubándose durante l8-24h a 37%, y en él se determinan
las siguientes reacciones bioquímicas (143)
Fermentación de la ~lucosa con Droducción o no de
gas: su lectura se hace en el fondo del tubo y la
reacción positiva se detecta por un cambio de
color del mismo de naranja a amarillo al
acidificarse el medio; el gas se detecta por la
formación de burbujas o rotura del medio.
- Fermentación de lactosa: su lectura se hace en ej.
pico de flauta y se detecta por la acidificación
del mismo, color amarillo.
- Producción de 5H2: se detecta por la producción de
un precipitado negro en el medio.
El patrón de Salmonella serotipo Enteritidis en
este medio es glucosa +, gas +, lactosa -, SH, +.
b) Aaar con hierro y lisina (LíA) : Este medio se inocula e
incuba de la misma manera que el ¡CIA. En él se
determinan las siguientes reacciones bioquímicas (144)
Decarboxilación de la lisina, desaminación de la misma
y producción de SE2.
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La decarboxilación se detecta en el fondo del medio
poraue este revierte a su color original después de
haber sido acidificado (color amarillo) por la
fermentación de la glucosa; al decarboxilarse la lisina
el medio se alcaliniza y vuelve a su color original
púrDura. La desaminación de la lisina se detecta en el
pico de flauta Dorque vira a color rojo, y la producción
de SE. por un ennegrecimiento del medio.
Salmonella serotipo Enteritidis tiene el siguiente
patrón: Usina decarboxilasa +, lisina deaminasa -I
producción de SH~+.
c> Agar semisólido de movilidad. indol y ornitina (MIO) : Se
inocula en profundidad y se incuba igual que los dos
medios anteriores.
En él se determinan las siguientes pruebas
bioquímicas (145> : La movilidad, la decarboxilación de
la ornitina y la producción de indol a partir de
triptófano. La movilidad se detecta por el
encurbiamiento del medio. La decarboxilación de la
ornitina sigue un proceso similar al de la
decarboxilación de la lisina en el medio de LíA. La
producción de indol se detecta por la aparición de un
anillo de color rojo después de echar unas gotas del
reactivo de Kovacs una vez que se hayan leído las
pruebas anteriores. Salmonella serotipo Enteritidis
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bioquímico: Movilidad e.tiene el siguiente patrón
ornitina decarboxilasa + e indo).
3.1.2 Medios diferenciales individuales
.
3.1.2.1 Fermentación de azúcares.
Se usó el medio de fermentación de azúcares con
indicador de Andrade (145) . Se inoculó con un par de gotas de
una suspensión del germen y se incubó 24-48h a 37%. Se
determinó la fermentación de los siguientes azucares (145)
glucosa con producción de gas (para lo que se incluyó en el.
medio una campana de Durham invertida), lactosa, dulcitol,
arabinosa, xylosa y rhatnnosa. La reacción positiva se aprecia
por un color rosa intenso.
Salmonella serotipo Enteritidis tiene el siguiente
patrón: Glucosa -e, gas en glucosa +jactosa -, xylosa -e,
dulcitol -e, arabinosa + y rhamnosa +.
3.1.2.2 Actividad enzimática (Ureasa y Fenil Alanina
deaminasa)
Se usó el medio de agar urea para la detección de la
ureasa. Se inoculó en profundidad, incubándose 24-48h a 37%.
La reacción positiva consiste en el desarrollo de un color
78
1 ~Ifl1
6 II~IkII—- II +d¡411 —
rojizo en el medio.
Para la detección de la fenil alanina deaminasa se usó
el medio de agar con fenilalanina. Se inoculó en superficie,
incubándose 24-48h a 3700. La lectura se realizó después de
echar en el medio crecido unas gotas de cloruro férrico al
10%. La reacción positiva consiste en el desarrollo de un
color verde oliva en la zona donde hay crecimiento.
Sairnonella serotipo Enteritidis da resultados negativo
y positivo en estas reacciones, respectivamente.
3.1.2.3 Utilización de compuestos químicos como única
fuente de carbono.
Para la determinación de la capacidad de la bacteria en
estudio de utilizar como única fuente de carbono el citrato
y el malonato de sodio, se utilizaron los medios agar citrato
de Simmons y caldo rnalonato, respectivamente. El citrato se
inocula en superficie y el malonato echando unas gotas de una
suspensión.
Ambos medios se incuban 24-48h a 3700 y la reacción
positiva se determina por el desarrollo de un color azulado
en el medio
Salmonella serotipo Enteritidis es positiva y negativa,
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resPectivamente, para ambas reacciones
3.1.2.4 Decarboxilación de aminoácidos.
Se usó el método de Falkow (145) , con el medio base de
decarboxilación al que se le añadieron los siguientes
aminoácidos en tubos separados: lisina, arginina y ornitina.
Además se dejó un tubo sin aminoácido como control. Una vez
inoculados se añadió una sobrecapa de aceite de parafina
estéril. Se incubaron 24-48b. a 37%. La reacción positiva se
determina porque el medio control inoculado se vuelve de
color amarillo y el medio con aminoácido revierte a color
púrpura.
Salmonella serotipo Enteritidis es lisina -e, arginina +
ó -e débil y ornitina ~
3.2 Panel comercial de identificación
.
Se usó un panel comercial de identificación y Punto de
corte de la casa Baxter (sistema Autoscan) con lector
automático del panel.
Las pruebas usadas por el panel comercial en la
identificación fueron las siguientes:
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a> Pruebas bioquímicas:
Fermentación de los carbohidratos glucosa,
sacarosa, sorbitol, rafinosa, rhamnosa, arabinosa,
inositol, adonitol y melobiosa.
flecarboxilación de los aminoácidos
arginina y ornitina.
Utilización de citrato, malonato, tartrato y
acetato como única fuente de carbono.
La producción de SL, la hidrólisis de la urea, la
formación de indo)., la producción de ácido
indolpirúvico, la hidrólisis de la esculina, la
producción de acetoina, la hidrólisis del orto-
nitrofenol -beta-D-galactopiranósido.
- La reducción de los nitratos, la oxidación-
fermentación de la glucosa.
b) Pruebas de resistencia y tolerancia:
Tolerancia a determinada concentración
cetrimida.




nitrofurantoina, cefalotina, colistina, kanamicina
y penicilina.
El panel viene comercializado con los productos
desecados, que se rehidrataron mediante un inoculador
automático con una suspensión del germen. Los pocillos de la
glucosa, lisina, ornitina, control de aminoácidos y SR, se
cubrieron con un par de gotas de aceite de parafina estéril,
se incubaron durante 18-24h a 37%. Se añadieron los
siguientes reactivos en los pocillos que a continuación se
indican: R. de Kovac en el indol, cloruro férrico en el
Triptófano deaminasa (TDA), hidróxido potásico 40% y alfa
naftol en el Voges Proskauer y ácido sulfanílico 0,8% con
dimetilalfanatilamina 0,5% en los nitratos.
Los resultados se leyeron en el lector automático que,
con la ayuda de un programa de software, interpreta dichos
resultados, dando lugar a una identificación a nivel de
especie.
4 flhEQZ¡21A.
4.1 Producción de sueros
.
Los sueros utilizados fueron inducidos en nuestro
laboratorio por inoculación en conejos de la raza Boustac
Blanch con suspensiones de los antígenos correspondientes.
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Todas las cepas utilizadas en el apartado de producción de
sueros fueron suministradas por el Laboratorio Internacional
de Referencia del Instituto Pasteur de París.
4.1.1 Suero anti 0:9
.
El antígeno se preparó haciendo una suspensión densa
(2x109 u.f.c. por mí) de un cultivo de lSh de la cepa
Salmonella serotipo Typhi T2. La suspensión se realizó en una
suspensión salina y se hirvió durante 2 horas. Los conejos se
inocularon en vena con cantidades de 0.5, 1, 2 y 4 ml a
intervalos de cuatro días. A los 8 6 10 días de la última
inyección el conejo se sangró a muerte, se separó el suero y
se absorbió con los serotipos Paratyphi A y Senftenberg hasta
que no se detectaron reacciones cruzadas. Una vez terminada
la absorción se tituló el suero frente a cepas de ~rn~a
de los grupos Dl, 02 y 03, para determinar la dilución de
uso.
4.1.2 Suero anti HG
.
El antígeno PoliO se preparó a partir de una mezcla de
cultivos muy móviles de cepas de Salmonella serotipo
Oraniemburg, Derby y Dublin. Las cepas se incubaron en caldo
nutritivo durante 8 horas. Se hizo una mezcla de las tres
cepas a partes iguales hasta conseguir una suspensión de
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2x10 uf dm1 y se añadió formol a una concentración final del
0.5%-(u/v> . Se tituló frente a una selección de serotipos con
losantígenos: gm-gp-gt -gq-gms -gzEl -gzS2 -gzE3 -
mt- fg-gpu.
4.1.3 Suero anti H:m
.
El antígeno se preparó de forma similar al anterior con
una cepa muy móvil del serotipo Oraniemburg. El suero se
absorbió frente a los serotipos: Senftemberg, Berta, Moscow,
Rostock, Maestved, Budapest, Wayne y 38:gt:-(II) u Se tituló
frente a una selección de serotipos con los antígenos gm -
gms gmst - -gmq - gmps - mt - gmt - mptu
4.2 Aplutinaci6n
4.2.1 Aglutinación en microcánsula
Es una técnica de aglutinación que permite probar muchas
cepas a la vez (146)
La cepa a probar se creció previamente en un caldo
nutritivo durante 18 horas a 37W y se inactivó con formol.
Esta suspensión se repartió en microcápsulas en cantidades
de 0,25 ml , que se enfrentaron a sus sueros
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correspondientes. La placa se colocó en un baflo a 500C. A las
dos horas se sacaron las placas y se leyeron los resultados
de los antígenos flagelares; después se guardaron a 40C y al
día siguiente se leyeron los resultados de los antígenos
somáticos.
4.2.2 Aglutinación en corta
.
Se creció la cepa en medio de Agar Nutritivo haciendo
una suspensión densa. Se comprobó que no era autoaglutinable.
A continuación se enfrentó con el suero correspondiente,
viéndose la aglutinación en un intervalo menor de un minuto.
Esta aglutinación era de aspecto granular para los antígenos
~ y flocular para los ~HUU. Esto fue reversible por
agitación.
5 FAGOTIPIA
5.1 Aislamiento de bacteriáfacos
Existen varios esquemas de trabajo descritos para la
búsqueda y aislamiento de bacteriófagos (54,137,138447,148>.
Los aplicados en este trabajo fueron, el propuesto por
Gersman (137> para el aislamiento de bacteriófagos de
procedencia salvaje, y el descrito por Guinée, Leeuwen y Saxe
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y Notley (149> para el aislamiento e identificación de
bacteriófagos lisogénicos.
5.1.1 Aislamiento e identificación de bacteriófagos salvales
.
Los bacteriófagos salvajes o silvestres se aislaron de
la Naturaleza: de aguas residuales, estancadas, o de muestras
de aguas superficiales contaminadas.
Se estudiaron un total de 16 muestras de agua (de un
litro cada una)
A partir de la muestra de agua se siguió el método de
Gersman para el aislamiento de bacteriófagos salvajes
(137,138>, que se describe a continuación.
Cada litro de agua se distribuyó en frascos de 20m1 y en
cada uno se inoculó una cepa crecida previamente en caldo
común con cloruro sádico durante lb y 30 mm. a 37% (dicha
cepa, en caso de aislamiento de bacteriófago, se convierte en
su cepa propagadora> . Las cepas usadas en este paso fueron
del grupo primero y tercero, subgrupo B.
El contenido total del frasco (muestra de agua más cepa
propagadora) se incubó a 370C durante l8-24h. Posteriormente
se centrifugó a 5000 rpm durante 30 mm, se recogió el
sobrenadante y se filtró por membranas Millipore de 0,4Snm.
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El filtrado se consideró el cultivo puro del fago.
Para comprobar la presencia de bacteriófago el filtrado
se enfrentó a su cepa propagadora, de nuevo crecida en Sml de
caldo común con cloruro sódico durante 2h y 30min a 370C. Se
inundó una placa de Agar común con cloruro sódico (dejada
secar con anterioridad durante 2h en la estuf a de 37W>, con
la cepa crecida, se retiró el exceso de fluido y se dejó
secar a temperatura ambiente durante 20-30min. A continuación
se aplicó una gota del cultivo puro de bacteriófago. Se
incubó durante 18-24h a 370C. Pasado este tiempo, la
presencia del bacteriófago se visualizó en la aparición de
placas de lisis.
Una vez confirmada la presencia de bacteriófagos, se
purificaron para comprobar si las placas de lisis estaban
producidas por uno o más bacteriófagos.
5.1.2 Aislamiento e identificación de bacteriófagos
lisocénicos
.
Se realizó siguiendo el método de Saxe y Notley <149>,
basado en la inducción de bacteriófagos por medio de la
Mitomicina C.
Se aplicó la técnica a 150 cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis pertenecientes a los grupos primero y segundo.
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Cada cepa se creció en caldo común durante 18-24h a
370C. Posteriormente, el caldo ya crecido se diluyó con más
caldo común a 1/3 de su concentración y se incubó a 37W
durante 30 mm. Se añadió a continuación Mitomicina C, a una
concentración de 0,5 ngr¡ml. Tras incubarse en baño durante
30 mm a 37W, se centrifugó a 5000 rpm, desechando el
sobrenadante. El sedimento se resuspendió en 2m1 de caldo
común, incubándose de nuevo durante 90 mm a 37W. De esta
manera se consiguió la liberación de los bacteriófagos,
separados posteriormente de los restos bacterianos mediante
una nueva centrifugación. Al final de este proceso se recogió
el sobrenadante.
Para comprobar la presencia de bacteriófagos en el
sobrenadante, se siguió el mismo procedimiento usado en el
caso de bacteriófagos de procedencia salvaje a partir del
cultivo de bacteriófago puro.
Posteriormente, se realizó la purificación de las placas
de lisis.
5.2 Purificación de los bacteriófagos
.
La purificación es un proceso encaminado a confirmar la
presencia de uno o más bacteriófagos en las placas de lisis
que estos producen en las bacterias, con la finalidad de
aislarlos y usarlos posteriormente teniendo la certeza de que
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cada placa de lisis se debe a la acción de un solo
bacteriófago.
Se realizó por pases sucesivos en placas de Agar común
con cloruro sódico (137> . Se deben realizar, como mínimo,
tres pases. Para considerar a un bacteriófago purificado es
necesario poder distinguir claramente la morfología de las
placas de lisis aisladas que produce en su cepa propagadora
después del tercer pase. Si no es así, se debe realizar algún
pase más.
En caso de existir varias placas de lisis de distinta
morfología en cualquiera de los pases, se deben aislar por
separado cada una de ellas y ser tratadas como tagos
distintos, iniciándose el proceso de purificación en cada una
ellas.
Los pases de purificación en los bacteriófagos aislados,
tanto de tipo salvaje como lisogénico, se realizaron de la
siguiente manera:
- PRIMER PASE: Se consideró como primer pase el proceso de
aislamiento del bacteriófago en su cepa propagadora (en
caso de aparición de placas de lisis aisladas>
- SEGUNDO PASE: Se tocó con la punta de un asa de
inoculación una placa de lisis bien aislada en el pase
anterior, se descargó en O,Sml de caldo común con
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cloruro sodico y a partir de esta suspensión
(considerada como cultivo de fago puro> se hicieron
diluciones decimales. Sobre una placa de agar común con
cloruro sodico sembrada con su cepa propagadora (de
igual forma que en el proceso de aislamiento de fago) se
depositó una gota de cada una de las diluciones del
bacteriófago. Se incubó a 37W durante l8-24h.
TERCER PASE: Se realizó de igual forma que el pase
anterior, partiendo de una placa de lisis aislada del
segundo pase y así sucesivamente, tantos pases como
fueran necesarios hasta conseguir el aislamiento del
bacteriófago. Generalmente, tres o cuatro pases fueron
suficientes.
5.3 Deterninaci6n del RTD de los baeteridfaaos
.
Routine Test Dilution (RTD) de un bacteriófago es su
dilución de uso. Se considera el lCD, o título del
bacteriófago, a la última dilución que ocasiona una lisis
entre confluente y sennconfluente en su cepa propagadora.
Cada bacteriófago aislado se tituló frente a su cepa
propagadora. Para ello se creció la cepa en caldo común con
cloruro sódico durante 18-24 horas a 37W. Con el caldo
crecido se inundó una placa de agar común con cloruro sódico,
retirando el exceso de liquido con una pipeta Pasteur. A
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continuacion se depositó sobre el agar una gota de cada una
de las diluciones decimales del bacteriófago a titular.
Dichas diluciones se hicieron previamente con caldo común,
partiendo del cultivo puro de fago. El agar inoculado se
incubó a 37W durante 18-24 horas. Pasado este tiempo se
visualizó el RTD o título del bacteriófago.
5.4 Propagación del bacteriófago
.
A partir de un bacteriófago aislado y purificado, tanto
de origen salvaje como lisogénico, se llevó a cabo su
propagación con el fin de disponer de una cantidad suficiente
para su uso posterior.
Se realizó por el medio de agar semisólido descrito por
Swanstrom y Adams (150). El Agar semisólido repartido en
tubos a Emí se fundió en baño de ebullición, se dejó enfriar
a 450C y se añadieron O,Sml de caldo crecido con la cepa
propagadora, 0.6m1 de bacteriófago a su RTD y 0,25m1 de
cloruro cálcico, a una concentración de 0,4gr/ml. Todo ello
se vertió sobre una placa de agar común 1,1 (de 15cm de
diámetro> y se incubó a 37%, durante 1S-24h. Una vez
propagado el bacteriófago, se inundó la placa con iSmí de
caldo común y se recogió, mediante arrastre, con pipeta
Pasteur doblada u Tras centrifugar durante 1k se recogió el
sobrenadante y se filtró por membranas Millipore de O,4Snm.
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El filtrado, que es el fago ya propagado, se tituló de nuevo
en su cepa propagadora. Finalmente, los bacteriófagos se
guardaron a 40C para su conservación.
5.5 Técnica de la faaotioia
.
Las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis a estudiar
se sembraron en caldo común con CíNa al 0,8%, se incubaron en
agitación durante 2h y Jamin en tubos inclinados a 37W. Una
vez crecidas, se inocularon por inundación en placas de agar
común con CiNa al 0,8%, retirando el exceso de líquido y
dejándolas secar durante 20 mm a temperatura ambiente.
A continuación, sobre la placa ya seca se depositó una
gota (0,254) de cada uno de los bacteriófagos seleccionados.
Se dejaron secar y se incubaron durante 18-24h en estuf a de
37W. Pasado este tiempo, se leyeron los resultados de
acuerdo con el patrón de lectura propuesto por Anderson y
Williams (151)
5.6 Lectura de los resultados
Se realizó de acuerdo a los criterios propuestos por
Anderson y Williams (151> . Estos se basan fundamentalmente en
tres factores:
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a) El tamaño de las placas de lisis:
1.- Placas grandes “L”.
2.— Placas normales “N”.
3.- Placas pequeñas “5”.
4.- Placas diminutas “m”.
5.- Flacas micro “ji” visibles tan solo con lupa
de 10 aumentos.
b> El número de placas de lisis:
1.- De O a 5 placas, se indica el número de las
mismas.
2.- De O a 20 placas, se pone ±
3.- De 21 a 40 placas, se pone +
4.— De 41 a 60 placas, se pone + +
5.- De 61 a 80 placas, se pone + +
6.- De 81 a 120 placas, se pone + + +
7.- Más de 120 placas, se pone + + +
c) E]. tipo de lisis:
1.— Lisis semiconfluente Iscín
2.- Lisis confluente “cl”
3.- Lisis menor que semiconfluente IcsclEU o lisis
menor que confluente “ccl”, que representan
grados intermedios de lisis.
4.- Lisis opaca “01”, que se debe a un
sobrecrecimiento posterior de la misma cepa
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5.7 Interpretación de las resultados
.
La interpretación de los resultados se realizó en base
a los esquemas de fagotipia desarrollados para Salmonella
serotipo Typhi y Typhimurium (139>, siguiendo sus mismos
criterios de diferenciación. Se consideraron fagotipos
distintos cuando la lectura de las lisis producidas en dos
cepas mostraba una o mas diferencias significativas entre
ellas.
5.8 Jueco de bacteriófagos alternativos
Se probaron una serie de juegos de bacteriófagos
desarrollados para otros microorganismos:
- Juego de bacteriófagos para Pseudomonas: suministrado
por el Laboratorio Internacional de Fagotipia de
Pseudomona de Londres (Central Public Health
Laboratory), el juego consta de 20 bacteriófagos.
- Juego de bacteriófagos para Serratia: suministrado por
el Laboratorio Internacional de Fagotipia de Serratia de
Londres (Central Public Healt Laboratory), el juego
consta de 12 bacteriófagos.
- Juego de bacteriófagos para Salmonella serotipo
Typhimurium: suministrado por el Laboratorio
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Internacional de Fagotipia
Typhimurium de Londres









por el Instituto Nacional de
este juego consta de 8
local.
5.9 Jueco de bacteriáfacos autóctono para Salmonella
serotino Enteritidis
.
Este juego se elaboró en el Laboratorio de
Enterobacterias del C.N.M.V.I.S. en trabajos anteriores
relacionados con cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
(133> u Consta de E bacteriófagos y diferencia 9 fagotipos.
Presenta alta tipabilidad, pero baja discriminación. Es de
uso local. Constituye la base para el desarrollo del juego de
bacteriófagos propuesto en este trabajo.
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6 ANEXO: MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
.










pH final aprox. 7,1
Preparación:
se añaden 50 gramos a un litro de agua destilada. Se
calienta hasta la ebullición con agitación suave para
disolverlo por completo. Se esteriliza en autoclave 15
minutos a 121W se deja enfriar hasta 55% y se reparte en
placas de petri en cantidades de 20m1 por placa.
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Se suspenden 40 gramos en un litro de agua destilada y
se hierve hasta disolver el medio por completo. Se esteriliza
en autoclave a 121W durante 15 minutos.
Leche descremada (ID>. (Oxoid>
Consiste en leche desnatada secada por pulverización.
Se mezcla el polvo con una pequeña cantidad de agua
destilada hasta formar una pasta uniforme. Luego se añade
gradualmente más agua destilada hasta que se obtenga una
mezcla del 10% p/v. Se esteriliza en autoclave a 121% cinco
minutos.
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Se resuspenden SSg en un litro de agua destilada. Se
hierve hasta su disolución. Se autoclaviza 15 minutos a 121%
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pH final aprox. 6,7
Preparación
Suspender 34,59 en 11 de agua destilada. Hervir hasta su
disolución. Autoclavizar 12 minutos a
















pH final aprox. 6,5
Preparación:
Suspender 31 g en 1 1 de agua destilada. Hervir hasta su
disolución. Autoclavizar 15 minutos a 121%.
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Medio nara la fermentación de azúcares
Fórmula (g/l>
Peptona. (Difco> 10
Extracto de carne. (Difco) 3
Cloruro sádico. <Merck> 5
Indicador de Andrade 10 ml
pH final aprox. 7,1
Preparación:
tina vez preparado el caldo anterior, se reparte en
frascos para echar el azúcar correspondiente. La glucosa y la
lactosa se preparan a una concentración final del 1%, los




Fucsina ácida. (Sigma) 0,5 g
Hidróxido sádico 1 =1. (Merck> 16 ml
Agua destilada 100 ml
Preparación:
Se disuelve la fucsina en el agua destilada y se añade
el hidróxido sódico. Si después de 1 ó 2 horas no se ha
decolorado la fucsina, se ax3ade más hidróxido sádico hasta
que se decolore. Se prepara con antelación y se guarda, ya







Fosfato potásico monobásico 2
Urea 20
Rojo fenol 0,012
pH final aprox. 6,8
Preparación:
Suspender 29g del medio anterior en 100 ml de agua
destilada y mezclar bien para disolver completamente.
Estirilizar por filtración esta base concentrada. Disolver
15g de Agar (Difco> en 900m1 de agua destilada, hervir y
autoclavizar 15 minutos a 1210C. Dejar enfriar hasta S0-550C
y añadir asépticamente lOGmí del medio de urea anterior al
agar enfriado. Mezclar bien y distribuir en tubos estériles.
Fermentación de la Xvlosa. (Xy)
Fórmula y preparación:
Usar el mismo medio base que para la fermentación de
azúcares con indicador de Andrade. Añadir Xylosa al 0,5%
concentración final. Autoclavizar 10 minutos a 121W
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Agar fenil alanina. (PbAl) (Difco)
Fórmula (g/1>




pH final aprox. 7,3
Preparación:
Resuspender 23g en 1 litro de agua destilada. Hervir
hasta disolverlo. Autoclavizar 15 minutos a 1210C.
Acar Citrato de Simmons (OS) (Difco)
Fórmula (g/l>
Sulfato de magnesio 0,2




Azul de bromotimol 0,08
Agar 15
Preparación:
Resuspender 24,2g en un litro de agua destilada. Hervir












pH final aprox. 6,7
Preparación:
Resuspender 9,3g en 11. Agitar hasta disolver.
Autoclavizar 15 minutos a 1210C.
Presencia de Tetrationato Reductasa (TTR)
Formula (g/l)
Tetrationato potásico
Solución de azul de bromotimol





Disolver por agitación. Esterilizar por filtración. La
solución de azul de bromotimol se prepara en una proporción
de 1/500 de la siguiente manera: se disuelven 0,2g del























Resuspender 9g en 1 litro de agua destilada. Calentar
para disolver. Añadir Sg de L-lisina, L-ornitina y L-arginina
por cada litro de medio. Calentar otra vez hasta su
disolución. La ornitina requiere el ajuste del pH con NaOH
iNi Autoclavizar 15 minutos a l2l~C. Preparar la misma
cantidad de medio base sin aminoácido como control.







Resuspender lSg en un litro de agua destilada.
Autoclavizar 15 minutos a 12100.
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Caldo común con cloruro sódico
.
Fórmula (gil>
Caldo nutritivo deshidratado. (Difco) 20
Cloruro sódico. <Merck) 8,5
Preparación:
Disolver las cantidades arriba indicadas en 1 litro de
agua destilada. Disolver por agitación. Autoclavizar 15
minutos a 121W.
Aaar común con cloruro sódico
Fórmula (g/l)
Caldo nutritivo deshidratado. <Difco) 20
Cloruro sódico. (Merck> 8,5
Agar 13
Preparación:
Disolver las cantidades arriba indicadas en un litro de




Extracto de carne 3
Peptona 5
pH final aprox. 6,8
Preparación:
Disolver 8 g en 1 1 de agua destilada. Autoclavizar 15
minutos a 121W.
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Infusión de cerebros de ternera









pH final aprox. 7,4
Preparación:
Disolver 37g en 11 de agua destilada. Autoclavizar 15
minutos a 121W.
Agar Mueller Hinton <MH). (Oxoid)
Fórmula (gil)








pH final aprox. 7,4
Preparación:
Resuspender 35g en 11 de agua destilada. Hervir basta su
disolución. Autoclavizar 15 minutos a 121W.
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Se disuelve el aldehido en alcohol y luego se echa poco
a poco el ácido.




B. N,N Dimetil 1 Naftiamina





Reactivo de cloruro férrico
Fórmula:
Cloruro férrico 0,SM















1 BACTEÉIOFAGOS DE PROCEDENCIA SALVAJE
.
1.1 Aislamiento de bacter±áfaaossalvalea
1.1.J Cenas de Salmonella serotino Enteritidis
Las cepas de ~j gn~fl~ serotipo Enteritidis utilizadas
para el aislamiento de bacteriófagos salvajes son las
pertenecientes a los grupos Primero y Tercero, Subgrupo B
(cepas no tipables por el esquema autóctono <133)) . La
distribución de las cepas de ~ serotipo Enteritidis
en grupos y su descripción viene expuesta en el apartado de
Material y Métodos.
1.1.2 Muestras de agua
Las 16 muestras de agua usadas para el aislamiento de
bacteriófagos salvajes, fueron seleccionadas de entre todas
las muestras remitidas por Laboratorios de Microbiología de
distintas provincias Españolas. Dicha selección viene
descrita en el apartado de Material y Métodos.
1.1.3 Aislamiento de bacteri.ófaQos salvajes
Las 16 muestras de agua seleccionadas constituyeron la
base para el aislamiento de este tipo de bacteriófagos. Cada
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muestra de agua se enfrentó a cepas del Grupo Primero y a las
5 cepas del Grupo Tercero, Subgrupo 8, aislándose en este
primer paso 1000 bacteriófagos con morfología diferente.
Este elevado número de aislamientos fue sometido a
diferentes pruebas, que se explicarán a continuación, a lo
largo de las cuatro selecciones que se hicieron hasta
conseguir un grupo de bacteriófagos salvajes con
características de marcador epidemiológico.
1.2 Selección dc los bapteridtaaos salvajes aislados
.
1.2.1 Primera selección
Se hizo a partir de los 1000 bacteriófagos salvajes
aislados en el primer enfrentamiento entre las cepas y las
muestras de agua.
1.2.1.1 Cepas Salmonella serotipo Enteritidis.
Para esta primera selección se usaron las cepas de los
siguientes grupos: Primero y Tercero, Subgrupo 8.
Se emplearon para el aislamiento y purificación de los
bacteriófagos salvajes y, posteriormente, para fagotipia con
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los bacteriófagos seleccionados.
Los 1000 bacteriófagos aislados fueron enfrentados en
tres ocasiones a sus cepas propagadoras, de las cuales se
aislaron, pertenecientes a los grupos Primero y Tercero,
Subgrupo E.
1.2.1.2 Criterios de selección.
Esta primera selección se hizo atendiendo al criterio de
estabilidad )Ática de los bacteriófagos aislados.
Al enfrentar de nuevo los 1000 bacteriófagos aislados a
sus cepas propagadoras se pudo apreciar que sólo 84 mostraban
estabilidad en sus patrones líticos durante los tres
enfrentamientos. Como consecuencia se rechazaron todos
aquellos bacteriófagos que no mantenían su lectura. Los 84
bacteriófagos seleccionados fueron numerados correlativamente
del 1 al 84. En La tabla 8 vienen reflejados los datos
epidemiológicos de estos bacteriófagos seleccionados.
En este grupo de 84 bacteriófagos, algunos proceden de
la misma muestra de agua y de la misma cepa propagadora, ya
que una placa de lisis en ocasiones estaba producida por más
de un bacteriófago. Esto se evidenció por medio de los
tres pases de purificación.
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Para explicar de forma más clara esta primera selección
se expone a continuación, a modo de ejemplo, el trabajo
realizado con las muestras de agua procedentes de Murcia. Se
eligió esta provincia como modelo por presentar un elevado
número de aislamientos.
En un principio, al enfrentar las dos muestras de agua
procedentes de Murcia a las cepas del Grupo Primero y
Tercero, subgrupo E, se aislaron y posteriormente purificaron
un total de 600 bacteriófagos con morfología diferente.
Muchos de ellos procedentes de la misma cepa y muestra de
agua.
Para facilitar la exposición del largo proceso que
condujo a la primera selección de bacteriófagos aislados en
la provincia de Murcia, se tomó como modelo los aislamientos
obtenidos al enfrentar la cepa del primer grupo 88825 a una
muestra de agua (20m1) tomada en la entrada a la depuradora
de la provincia de Murcia.
Al efectuar el primer pase de purificación de las placas
de lisis aisladas que aparecieron tras este primer
enfrentamiento, se visualizaron 5 nuevas placas con
morfología diferente entre sí. Se las denominó con el número
de la cepa propagadora y un número correlativo del 1 al 5
<Esquema 5)
A cada nueva placa de lisis se le practicó un segundo
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pase de purificación, apareciendo en dos de ellas, la 88825-1
y la 88825-3, nuevas placas de lisis morfológicamente
distintas.
De la placa 88825-1 se aislaron 5, que se designaron
A,B,C,D y E. De la placa 88825-3 se aislaron 3 y se les
designó F,G y H (esquema 6).
En el tercer pase de purificación se aislaron de
nuevo 4 bacteriófagos más, procedentes de la placa
88825-1-A. Se les denominó: alfa, beta, gamma y delta
(Esquema 7) . El resto de las placas de lisis no presentaron
modificaciones con respecto al pase anterior.
El esquema 8 muestra el estudio completo de la cepa
88825 enfrentada a la muestra de agua procedente de Murcia.
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1 íO~ 79279/85 Canarias
2 íO~ 79279/85 Canarias
3 í0~ 79279/85 Canarias
4 10.6 80041/SS Canarias
5 íO~ 78041/85 Canarias
6 10~ 78041/85 Canarias
7 íV 80253/86 Canarias
8 10.2 80253/86 Canarias
9 10” 80238/86 Canarias
10 l0~ 78881/85 Canarias
11 íO~ 79133/85 La Rioja
12 10.6 79133/85 La Rioja
13 l0~ 78299/85 La Rioja
14 10’ 78881/85 La Rioja
16 i0~ 78099/85 La Rioja
17 íO~ 78099/85 La Rioja
18 10.2 79678/85 La Rioja
La Rioja
20 10” 2268/SO La Rioja
21 10-2 78041/85 La Rioja
22 í0~ 79279/85 La Rioja
Pamp1ona
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29 89542/86 Pamplona
30 10’ 80063/86 Pamplona
31 1o~ 80063/86 Pamplona
Pamplona32 íO-3 89542/86
33 1O~ 89542/86 Pamplona
34 10.2 2216/80 Murcia
35 lO~ 88825/86 Murcia
36 88158/86 Murcia
37 ío~ 2268/80 Murcia
38 íD~ 80371/SE Murcia
39 10~ 80441/SE Murcia
40 jQ-6 136/87 Guadalajara
41 io~ 89015/86 Guadalajara
42 1O~ 88736/86 Guadalajara
43 íO~ 89354/86 Guadalajara
44 89043/86 Guadalajara
45 10’ 88158/86 Guadalajara
46 íO~ 89459/86 Guadalajara
47 89328/86 Guadalajara
48 íV 79678/85 Burgos
49 íO~ 80253/86 Burgos
SO l0~ 79279/85 Burgos
51 í0~ 78041/85 Burgos
52 106 78299/85 Burgos
53 106 80238/86 Burgos
54 10~ 78863/85 Burgos
55 lO~ 79133/85 Burgos
56 íO~ 78881/85 Burgos
57 10’ 79672/85 Burgos
58 10<’ 78099/85 Burgos
59 1O~ 89022/86 Burgos
¡ 60 1W’ 89043/86 Burgos
61 l0~ 89031/86 Burgos
115
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62 i0~ 89015/86 Burgos
63 106 80544/86 Burgos
64 íV 88736/86 Burgos
65 1O~ 86946/86 Burgos
66 10~’ 80441/86 Burgos
67 88523/86 Burgos
68 íO~ 80523/86 Burgos
69 10.6 80371/86 Burgos
70 í0~ 78041/85 Vizcaya
71 í0~ 78863/85 Vizcaya
72 í0~ 80041/86 Vizcaya
73 ío~ 80063/86 Vizcaya
74 lO~ 80253/86 Vizcaya
75 80371/86 Vizcaya
76 í0~ 80441/86 Vizcaya
77 80544/86 Vizcaya
78 :O~ 86946/86 Vizcaya
79 í04 88158/86 Vizcaya
80 10~ 88523/86 Vizcaya
81 88825/86 Vizcaya
82 í0~ 89015/86 Vizcaya
83 10” 89022/86 Vizcaya
84 lO~ 89033/86 Vizcaya
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1.2.1.3 Fagotipia Grupo Primero y Tercero, subgrupo E
En un principio, como ya se ha indicado con
anterioridad, se aislaron 600 bacteriófagos en la provincia
de Murcia. Estos, al ser enfrentados tres veces a las cepas
del Grupo Primero y Tercero, subgrupo B, mostraron
estabilidad lítica 7. Estos fueron tan solo los bacteriófagos
seleccionados <tabla 9)
TABLA 9. PRIMERA SELECCION DE BACTERZOWAGOS SALVAJES.
PROVINCIA DE MURCIA.
PROPAGADORACEP~GO~ RTD ESTRAPROC DENCIA
1 88158 ío~ Entrada
depuradora
2 80441 íO~ Alcantarillado
urbano
3 2216 í0~ Alcantarillado
urbano
4 88825 l0~’ Entrada
depuradora
5 88825 jQ4 Entrada
depuradora
6 80371 100 Alcantarillado
urbano
7 89043 10” Entrada
depuradora
Todos estos pasos seguidos con las muestras de la
provincia de Murcia, se hicieron de igual manera con cada una
de las 16 muestras de las 8 provincias seleccionadas, dando




Se hizo a partir del grupo de 84 bacteriófagos obtenidos
en la primera selección.
li2.2.1 Cepas Salmonella serotipo Enteritidis.
Las cepas usadas en esta selección fueron las
pertenecientes a los Grupos Primero y Tercero (subgrupos A y
Se emplearon fundamentalmente para la propagación y
confirmación del RTD de los 84 bacteriófagos obtenidos en la
primera selección y, posteriormente, para su fagotipia con
los nuevos bacteriófagos seleccionados.
1.2.2.2 Criterios de selección.
La segunda selección se basa fundamentalmente en los
criterios de reproducibilidad y conservación del RTD de los
bacteriófagos.
Los 84 bacteriófagos previamente seleccionados fueron
propagados y, posteriormente, se verificó su RTD en sus cepas
propagadoras. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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-16 bacteriófagos presentaban anomalías durante el
proceso de propagación: E no eran reproducibles, morían
en la propagación, 3 modificaban completamente su patrón
lítico con respecto al que tenían antes de ser
propagados y 8 presentaban un título muy bajo (menor de
Al no cumplir las condiciones de marcador
epidemiológico, este grupo de 16 bacteriófagos fue
rechazado. Dichos bacteriófagos fueron: 21, 26, 32, 36,
38, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 49, 50, 61, 64 y 69.
- 12 bacteriófagos que en un principio presentaban buena
capacidad de propagación y elevado RTD, fueron
rechazados porque perdían título al ser conservados a
4~C para su uso posterior. Esto se comprobó enfrentando
estos bacteriófagos a sus cepas propagadoras en tres
ocasiones. Se pudo ver que la lectura disminuía
considerablemente en cada enfrentamiento e incluso
algunos no presentaban lisis en la tercera ocasión. Los
bacteriófagos rechazados por este motivo fueron: 4, 5,
6, ‘7, 8, 11, 14, 34, 51, 66, 67 y 68.
Tras esta segunda selección el numero de bacteriófagos
se vio reducido a 56.
1.2.3 Tercera selección
.
Se hizo a partir del grupo de 56 bacteriófagos obtenidos
de la selección anterior.
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1.2.3.1 Cepas Salmonella serotipo Enteritidis.
Las cepas usadas en este paso fueron: Grupo Primero y
Tercero, Subgrupo A.
Se emplearon fundamentalmente para fagotipia con los
bacteriófagos resultantes de la selección anterior.
1.2.3.2 Criterios de selección.
Esta selección se basa en la diferencia de lectura de
los resultados entre los distintos bacteriófagos
seleccionados.
Los SS bacteriófagos seleccionados se enfrentaron a sus
cepas propagadoras tres veces consecutivas. Tras un análisis
muy detallado de la lectura de los resultados, se comprobó
que había bacteriófagos que presentaban características
similares entre si.
Para poder realizar un mejor estudio comparativo entre
ellos se decidió reunir los bacteriófagos en grupos
homogéneos. Finalmente, se establecieron tres grupos:
Grupo A: Bacteriófagos con patrón litico estable.
Formado por 22 bacteriófagos reunidos, a su vez, en 8
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grupos, cada uno de ellos incluyendo aquellos
bacteriófagos que presentaban igual patrón lítico. De
cada uno de los 8 grupos se seleccioné un bacteriófago,
aquel que presentaba lectura más clara y RTD más alto.
Este grupo viene reflejado en la tabla 10.




1 1, 2, 15, 18 1
2 16, 22, 48, 52 16
3 25, 37 25
4 29, 30, 31 29
5 47, 56, 60 47
6 71, 72 72
7 79, 80 79
8 81, 83 81
GRUPO B: Bacteriófagos con lectura baja.
Formado por 19 bacteriófagos que presentaban un patrón
lítico similar a otros, pero con lectura
considerablemente más baja. Se comprobó su semejanza con
otros bacteriófagos probando estos al 10 RTD (10 veces
concentrada su dilución de uso> . En estas condiciones,
los bacteriófagos aumentaban su lectura siendo, como se
preveía, similar a la de otros. Se comprobó también que,
probados los bacteriófagos al 100 RTD (100 veces
concentrada su dilución de uso> la lectura no sufría
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modificaciones. A estos bacteriófagos se les denominó de
baja sensibilidad. Fueron rechazados por no tener
capacidad de discriminación. Estos bacteriófagos
fueron: 9, 17, 20, 23, 24, 53, 54, 55, 57, 58, 62, 65,
70, 73, 74, 75, 77, 78 y 84.
GRUPO EL Bacteriófagos con lectura diferente.
Formado por 14 bacteriófagos con lectura totalmente
diferente entre sí y a la de los bacteriófagos de los
otros grupos. Estos bacteriófagos son: 3, 10, 12, 13,
19, 28, 33, 35, 39, 40, 59, 63, 76, y 82.
El número final de bacteriófagos que quedó tras esta
tercera selección fue de 22, estando formado por 8
bacteriófagos del grupo A y 14 del grupo C. El grupo B fue
enteramente rechazado. La tabla 11 muestra los bacteriófagos
seleccionados.
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1.2.4 Cuarta selección
.
Se realizó a partir del grupo de 22 bacteriófagos
seleccionados en el proceso anterior.
1.2.4.1 Cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.
Las cepas utilizadas en esta selección fueron las
pertenecientes a los Grupos Tercero (Subgrupos A y B) y
Cuarto.
Se emplearon para fagotipia con el grupo de
bacteriófagos anteriormente seleccionados. La fagotipia se
repitió tres veces.
1.2.4.2 Criterios de selección.
Se basan en la tipabilidad y poder discriminatorio de
los bacteriófagos seleccionados.
Los resultados de la fagotipia se estudiaron
detalladamente, repitiendo en ocasiones la fagotipia de
aquellas cepas que presentaban fagotipos diferentes, para su
comprobación definitiva. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes:
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3 bacteriófagos presentaban, en las 1500 cepas,
diferencias muy pequeñas en su lectura, (lecturas entre
SCL y CL) . Su poder discriminatorio no era bueno. Estos
fueron: 1, 16, 29, 59, 72, 76, 79 y 81. Su lectura era
semejante al bacteriófago 1 del juego autóctono <1331
3 bacteriófagos: 25, 33 y 82, presentaban lectura
semejante al 3 pero más baja.
4 bacteriófagos presentaban lectura semejante al 10 pero
mas baja. Estos fueron: 28, 39, 47 y 63. Su lectura,
probados al 10 RTD, no variaba.
Todos estos bacteriófagos quedaron eliminados del juego
final por no aportar mayor discriminación al grupo.
1.2.5 Selección final de bacteriófacos de orocedencia salvaje
El juego de bacteriófagos de procedencia salvaje
finalmente constituido consta de 7 bacteriófagos. Se les
designé con números romanos correlativamente del 1 al VII.
Esta selección final aparece reflejada en la tabla 12.
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40 VII l0~ 136/87
2 BACTERXOIAGOS LISOGENICOS
.
2.1 Induccidn de bacteridfaaoa 1±moaénicom
2.1.1 Cenas de Salmonella serotino Enteritidis
Las cepas usadas para la inducción de bacteriófagos
lisogénicos son las pertenecientes a los Grupos Primero y -
segundo.
Del Grupo Primero se indujeron 12 bacteriófagos.
Grupo Segundo se indujeron 23. Todos ellos de una cepa
diferente.
La cepa de la cual se indujo el bacteriófago pasó a
ser su cepa propagadora.
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2.1.2 Bacteriófagos lisocénicos inducidos
.
En total se indujeron 48 bacteriófagos lisogénicos de
3.50 cepas estudiadas. Estos bacteriófagos fueron numerados
correlativamente según se inducían, pero anteponiendo la
letra L <de lisogénico> para diferenciarlos de los
bacteriófagos salvajes.
Antes de ser purificados fueron de nuevo enfrentados a
sus cepas propagadoras para comprobar si habían perdido sus
propiedades lisogénicas y habían adquirido propiedades
líticas.
Los resultados fueron los siguientes:
1.- 19 bacteriófagos, al ser inducidos, sufrieron algún tipo
de mutación en su estructura genética conf iriéndoles,
por ello, propiedades líticas. Al ser de nuevo
enfrentados a sus cepas propagadoras, les ocasionaron
una lisis. Los datos epidemiológicos de estos
bacteriófagos vienen representados en la tabla 13.
2.- tos 29 restantes no presentaron acción lítica. Al ser
enfrentados a su cepas propagadoras, no ocasionaban en
ellas placas de lisis; se incorporaban de nuevo a la
estructura genética de la bacteria al no haber perdido
su condición de bacteriófago lisogénico durante el
2~3J.
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proceso de inducción. Sobre las cepas propagadoras de
este grupo se efectué una segunda inducción para forzar,
en los bacteriófagos lisogénicos, una mutación que les
convirtiera en fagos líticos. En esta segunda inducción
los resultados fueron los mismos, ningún bacteriófago
pasó a la forma lítica. Seguidamente se pensó en
enfrentarlos, una vez inducidos, a otras cepas que no
fueran las propagadoras para ver si frente a ellas sí
poseían acción lítica. Para ello se tomaron como muestra
50 cepas de ~ serotipo Enteritidis
pertenecientes al Grupo Cuarto. Los resultados fueron
los siguientes:
— 20 bacteriófagos no presentaban ningún tipo de
lisis en las 50 cepas.
- 2 ocasionaban lisis en algunas cepas pero, al ser
enfrentados tres veces seguidas a dichas cepas,
modificaban su patrón lítico, variando la lectura
de una vez a otra.
- 7 ocasionaban igual lectura lítica en las SO cepas
y, al cabo de varios enfrentamientos, perdían su
acción lítica.
Como resultado de estos hechos, este grupo de 29
bacteriófagos quedé rechazado
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.1.2 Primera selección de bacteriófagos lisocénicos
.
Se hizo a partir del grupo de 19 bacteriófagos con
acción lítica. Se les numeré correlativamente del 1 al 19
anteponiendo la letra L.
2.1.3.1 Cepas de ~ serotipo Enteritidis.
Los grupos de cepas usadas este proceso de selección de
bacteriófagos lisogénicos fueron: Grupo Primero, Grupo
Segundo y Grupo Tercero (subgrupo E).
2.1.3.2 Criterios de selección.
Se aplicaron en este caso los criterios de estabilidad
lítica y conservación de titulo.
Se efectuaron con el grupo de 19 bacteriófagos los tres
pases de purificación, no presentando ninguna modificación
morfológica de sus placas de lisis. Se consideró, por tanto,
que de cada cepa solo se había inducido un bacteriófago. Una
vez purificados se propagaron y titularon.
Seguidamente se enfrentaron, en tres ocasiones, a las 50
cepas del grupo primero, a las 100 cepas del Grupo Segundo y
a las 9 cepas del grupo tercero (subgrupo 3) , mostrando los
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siguientes resultados:
- 2 bacteriófagos (LE y Ll7) mostraban gran inestabilidad
en sus patrones líticos, presentando diferentes lecturas
en cada enfrentamiento, motivo por el cual fueron
rechazados.
- 2 bacteriófagos <Li y L2) perdían título al conservarse
en nevera a 4W para su posterior uso. Fueron también
rechazados.
El número inicial de bacteriófagos inducidos quedó
reducido a 15. Esta selección viene reflejada en la tabla 14.
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TABLA 14. BACTERIOFAQOS LISoQmircOS: PRIMERA SELECCION.
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2.1.4 Seatint+m selección de bacteriófaaos inducidos:
Selección final
Se efectud a partir del grupo de 15 bacteriófagos
obtenidos en la selección anterior.
2.1.4.1 Cepas de ~~gxj~j1aserotipo Enteritidis.
Las cepas usadas en esta segunda selección de
bacteriófagos lisogénicos fueron las pertenecientes a los
Grupos Tercero (subgrupos A y B) y Cuarto.
2.1.4.2 Criterios de selección.
Se aplicó, en esta segunda selección, el criterio de
mayor poder de discriminación.
El grupo de 15 bacteriófagos fue enfrentado a las cepas
de los grupos anteriormente mencionados, en tres ocasiones.
Los resultados fueron los siguientes:
10 bacteriófagos presentaban igual patrón lítico frente
a todas las cepas estudiadas.
3 bacteriófagos presentaban igual patrón 1=tico oue
algún bacteriófago salvaje anteriormente seleccionado.
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Finalmente, del grupo de 15 bacteriófagos fueron
seleccionados dos porque eran los únicos que aportaban
discriminación al grupo de bacteriófagos salvajes
anteriormente seleccionados. Estos fueron el LíO y Lii. Se
les numeré correlativamente con los bacteriófagos salvajes
seleccionados, pasando a ser los números VIII y IX. En la
tabla 15 vienen reflejados sus datos epidemiológicos.





LíO VIII 10.6 77/92
Lii IX íO~ 78/92
3 EACTERIOFAGOS DE JUEGOS ALTERNATIVOS
.
3.1. Cenas de Salmonella serotino Enteritidis
Las cepas usadas para la selección de bacteriófagos de
juegos alternativos fueron las pertenecientes a los Grupos
Primero y Tercero (subgrupos A y B)
3.2 Selección de bacteriófagos de luecos alternativos
Los juegos de bacteriófagos alternativos probados en
este trabajo pertenecen a esquemas de fagotipia para otros
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microorganismos de características similares a Salmonella
.
Estos son:
- Juego de bacteriófagos para fagotipia de
Pseudomona.
- Juego de bacteriófagos para fagotipia de Serratia.
- Juego de bacteriófagos para fagotipia de
Typhimurium.
- Juego de bacteriófagos para fagotipia de
Salmonella serotipo Enteritidis autóctono de
Hungría.
La descripción de estos juegos viene reflejada en el
apartado de Material y Métodos.
El objetivo de la utilización de estos bacteriófagos era
la posible incorporación de alguno de ellos a nuestro juego
- de bacteriófagos para aumentar su poder de discriminación.
Cada uno de estos juegos fue probado con los grupos de
cepas seleccionadas. Los resultados fueron los siguientes:
- Los juegos para Serratia y Pseudomonas no producían
lisis en las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis.
- El juego para Salmonella serotipo Typhimurium producía
una lisis tipo CL en todas las cepas de Salmonella
serotipo Enteritidis estudiadas, salvo en las cepas del
Grupo Tercero subgrupo A <no tipables por el esquema
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autóctono>, que tampoco eran lisadas por este juego de
bacteriófagos.
El juego autóctono de Hungría para Salmonella serotipo
Enteritidis ocasionaba una lectura idéntica en todas las
cepas, semejante al fagotipo A del esquema autoctono,
pero con una lectura más baja. Sus bacteriófagos fueron
nuevamente probados frente a las cepas seleccionadas,
pero a una concentración mayor (10 Rfl>; la lectura fue
la misma.
A la vista de los resultados se rechazó la incorporación
de bacteriófagos de estos juegos al nuestro, ya que no
mejoraban su eficacia y discriminación.
4 SELECCION DE EACTERIOVAGOS DEL JUEGO AUTOCTONO
.
El juego de bacteriófagos autóctono para Salmonella
serotipo Enteritidis elaborado en estudios anteriores en
nuestro laboratorio fue la base para el desarrollo del nuevo
esquema de fagotipia. Uno de los objetivos principales que se
plantearon al inicio de este trabajo fue la incorporación de
nuevos bacteriófagos al esquema autóctono, que aumentaran su
poder de discriminación.
Una vez finalizados los procesos de selección de
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bacteriófagos salvajes y lisogénicos explicados con
anterioridad, se procedió a realizar una fagotipia conjunta
a las cepas de los Grupos Primero y Tercero con el grupo de
bacteriófagos formado por: los bacteriófagos del juego
autóctono anterior y los nuevos bacteriófagos seleccionados.
Como en todos los demás casos, la fagotipia se repitió
en tres ocasiones para confirmar la estabilidad de los
resultados.
Los resultados fueron los siguientes:
A. - El bacteriófago 1 del juego autóctono era el único gte
presentaba una lisis tipo confluente en todas las cepas
de £~J~m~~Ia serotipo Enteritidis. Ninguno de los
nuevos bacteriófagos seleccionados presentaba esta
característica.
E.- El bacteriófago 2 del juego autóctono presentaba unos
patrones líticos semejantes al bacteriófago III de los
seleccionados en este trabajo, pero sus placas de lisis
eran más claras y su RTD más elevado.
C.- El resto de los bacteriófagos del juego autóctono
presentaban unos patrones de lisis semejantes a alguno
de los nuevos bacteriófagos seleccionados, pero su poder
de discriminación y su RTD era más bajo.
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En vista de estos resultados, se decidió:
1.- Seleccionar el bacteriófago número 1 del juego
autóctono, que produce lisis en todas las cepas tipables
de ~~QnftIa serotipo Enteritidis.
2.- Seleccionar el bacteriófago número 2 de). juego
autóctono, por presentar mejores condiciones para la
fagotipia que el bacteriófago III.
3.- Rechazar el resto de los bacteriófagos del juego
utóctono que presentaran características comunes con
algún bacteriófago de los nuevos, ya que el poder de
discriminación y el RTD de estos eran mejores.
Finalmente, quedó estructurado un nuevo juego de
bacteriófagos formado por los nuevos bacteriófagos
seleccionados en este trabajo, salvo el numero III, y la
incorporación de dos bacteriófagos del juego autóctono.
Al bacteriófago número 1 del juego autóctono se le dio
el número X y al número 2 se le dio el número III ya que era
a éste al que sustituía. Los datos epidemiológicos de estos












2 III lO~ 2267/80
5 JUEGO DE EACTERIOVAGOS SELECCIONADO
.
Finalmente, el juego de bacteriófagos propuesto en este
trabajo consta de 10 bacteriófagos:
- 6 bacteriófagos de origen salvaje.
- 2 bacteriófagos de origen lisogénico.
2 bacteriófagos del juego de bacteriófagos
autóctono.
A los bacteriófagos del juego se les designó con números
romanos del 1 al X. Todos estos bacteriófagos fueron
propagados y titulados para ser usados posteriormente en la
fagotipia de las cepas del Grupo Cuarto y el grupo de brotes.
En la tabla 17 aparece reflejado este juego de
bacteriófagos, indicando su origen y su nuevo RTD
En la tabla lE aparecen las características morfológicas
de las placas de lisis de cada bacteriófago
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:ABLA 17. JUEGO DE BACTERZOVAGOS.
NUMERO
ACTUAL






VI lO~ 88825/86 Salvaje
VII l0~ 136/87 Salvaje
VIII l0~ 77/92 Lisogénico
IX 10~ 78/92 Lisogénico
x 10<’ 2215/80 Juego autóctono
TABLA 18. JUEGO DE BACTERIOYAGOS: CARACTERíSTICAS
MORFOLOQICAS DE LAS PLACAS DE LISIS.
BACTERIOFAGO CARACTERíSTICAS MORFOLOGICAS
1 rugosa, grande, halo
II rugosa, pequeña, no halo
III rugosa, grande, halo
IV rugosa, grande, halo
y rugosa, mediana, no halo
VI lisa, pequeña, no halo
VII lisa, mediana, halo
VIII lisa, pequena, no halo
IX lisa, grande, halo
X rugosa, grande, halo
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6 ESOOUA. DE FAGOTIPZA
.
Con el juego de 10 bacteriófagos finalmente constituido
se fagotiparon las cepas pertenecientes al Grupo Cuarto,
formado por 1500 aislados de cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis. Se repitió el proceso, como es habitual, tres
veces, para confirmar la estabilidad de los resultados.
Finalmente, se conf irmó la presencia de 10 fagotipos.
A cada fagotipo se le designó con un número, ordenados
correlativamente del 1 al 10 según su frecuencia de
aparición, de mayor a menor.
En la tabla 19 viene representado el patrón lítico del
juego de bacteriófagos.
EJ. número de cepas pertenecientes a cada fagotipo viene
indicado en la tabla 20.
El porcentaje de cepas no tipables por este esquema fue
muy bajo <0,71%>.
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No tipable 12 0,97
7 APLICACION DEL ESOUENA DE PAGOTIPIA A BROTES
.
Para comprobar la utilidad y eficacia del nuevo esquema
de fagotipia, fue aplicado a un grupo de 8 brotes de
gastroenteritis por Salmonella serotipo Enteritidis.
Se seleccionaron estos brotes por disponer, en cada uno
de ellos, de muestras de enfermo del alimento contaminado y,
en caso de existir, de muestras del portador asintomático
causante del brote.
En la tabla 7 del apartado de Material y Métodos
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aparecen reflejados los datos epidemiológicos de estos
brotes.
Tras la fagotipia de las 42 cepas que componían el grupo
de brotes, los resultados fueron los siguientes:
- Todas las cepas asociadas a un brote, ya hubieran sido
aisladas de heces del enfermo, del portador o de una
muestra del alimento contaminado, presentaban la misma
lectura correspondiente a un fagotipo de nuestro
esquema.
- De los 8 brotes estudiados, 7 pertenecían al fagotipo 1.
y uno al fagotipo 3.
En la tabla 21 vienen representados los fagotipos de los
8 brotes.
TABLA 21. FAGOTZPOS DEL GRUPO DE BROTES.
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1 FAGOTIPIA COMO MARCADOR EPZDU(IOLOGICO COMPLENTARIO
.
Basándose en la eficacia de la fagotipia como marcador
epidemiológico complementario para otros serotipos de
Salmonella, tal es el caso de los serotipos Typhi y Typhimu-
rium, se decidió configurar un esquema de fagotipia para
Salmonella serotipo Enteritidis.
Un primer trabajo en este sentido dio como resultado la
formación de un esquema autóctono de fagotipia (133). Tras
ser probado durante 6 años con cepas de Salmonella serotipo
Enteritidis remitidas a nuestro laboratorio para su estudio,
se terminó de confirmar la fagotipia como un rápido y
económico método de discriminación de estas cepas.
Este esquema autóctono presentaba una alta tipabilidad,
pero el gran predominio de dos fagotipos (A y E) hizo que se
siguiera trabajando en el aislamiento de nuevos bacteriófagos
capaces de subdividirlos.
Basado en este primer esquema de fagotipia se ha
configurado uno nuevo que ha mejorado la tipabilidad y
discriminación del anterior.
Este nuevo esquema está formado por la combinación de
los dos tipos de fagotipia: fagotipia directa (bacteriófagos
salvajes) y fagotipia inversa (bacteriófagos lisogénicos)
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Ambas fagotipias presentan una serie de ventajas y de
inconvenientes pero, según se comprobó, juntas mejoran su
eficacia.
La fagotipia directa tiene como ventaja la relativa
facilidad en el aislamiento de bacteriófagos salvajes, pero
tiene los inconvenientes de lo difícil de su purificación y
el escaso poder de discriminación de estos bacteriófagos, por
la altísima capacidad lítica que presentan.
La fagotipia inversa tiene, por el contrario, como
ventajas la sencillez en la purificación de sus bacteriófa-
gos, ya que de cada célula huésped solo se suele aislar uno,
y su buen poder de discriminación; sin embargo, tiene como
inconveniente que la inducción de bacteriófagos lisogénicos
es muy difícil de conseguir, ya que estos bacteriófagos en
raras ocasiones pierden su condición de lisogénicos.
Aprovechando las buenas condiciones de cada una de las
dos fagotipias se pudo conseguir un esquema de fagotipia con
alta tipabilidad y buen poder de discriminación.
2 BACTERIOFAGOS ADAPTADOS
.
Este tipo de bacteriofagos se emplean fundamentalmente
para mejorar la tipabilidad de un esquema de fagotipia.
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Al inicio de este trabajo se pensó en la posibilidad de
incorporarlos si fuera necesario, pero una vez configurado el
nuevo esauema de fagotipia y después de fagotipar las cepas
de los E grupos expuestos en el apartado de Material y
Niétodos, se vio que su tipabilidad era muy buena (solo el
0,97 de las cepas estudiadas eran no tipables>, no haciendo
necesaria la incorporación de bacteriófagos adaptados.
En futuros estudios con e]. nuevo esquema de fagotipia
incorporado a la rutina del Laboratorio, segtn se vayan
fagotipando de forma habitual las cepas de j~
serotipo Enteritidis recibidas para su estudio, se
considerará la posible incorporación de bacteriófagos
adaptados si el porcentaje de cepas no tipables aumentara.
3 VALORACION DEL PODER DE DISCRIXINACION DEL WYEVO ESCUEMA
.
DE PAGOTIPIA
El poder de discriminación de un esquema de fagotipia
viene dado por el numero de fagot ipos que es capaz de
distinguir y el porcentaje de cepas pertenecientes a cada uno
de ellos.
El nuevo esquema de fagotipia presenta una aceptable
discriminación. El 99,0 de las cepas estudiadas fueron
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distribuidas en 9 fagotipos diferentes.
Los fagotipos 1 y 2 son los mayoritarios; juntos
representan el 89,80% de las cepas estudiadas (Tabla 20>.
Aunque este porcentaje es alto, mejora el poder de
discriminación del esquema anterior, ya que los fagotipos A
y B constituían el 94.3 de las cepas estudiadas.
Para confirmar el mayor poder de discriminación del
nuevo esquema de fagotipia se realizó, en cepas del fagotipo
A del esquema anterior, una fagotipia con los bacteriofayos
del esquema nuevo. Los resultados fueron muy satisfactorios
pues subdividía las cepas del fagotipo A en tres fagotipos
del nuevo esquema. Estos fagotipos fueron el 2, 4 y 1.
Sin embargo el predominio de los fagotipos 1 y 2 hace
necesario determinar si esta circunstancia se debe a un
escaso poder de discriminación del esquema o a la presencia
de cepas similares en España, como parece ser que sucede con
otros esquemas autóctonos en otros países, como en Inglaterra
con el fagotipo 4 y en USA con el fagotipo 8, según ward
<153>
Para aclarar esta circunstancia y poder seguir
trabajando en la mejora del nuevo esquema de fagotipia seria
necesaria la comparación con los esquemas de fagot.ipia
vigentes en otros países, con objeto de elaborar uno de
aplicación general que mejorara la vigilancia epidemiológica
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de las gastroenteritis por este microorganismo.
4 TIPADO DE BROTES CON EL NUEVO ESQUEMA DE PAGOTIPIA
.
Todas las cepas asociadas a un mismo brote pertenecían
al mismo fagotipo (Tabla 21), lo que indica la probabilidad
de que las cepas estudiadas pertenezcan al mismo brote. En el
caso del brote numero 3 ocasionado por cepas pertenecientes
a un fagotipo no mayoritario, la probabilidad de que todas
las cepas estudiadas sean del mismo brote aumenta
considerablemente.
5 VALORACION COMPARATIVA DE LOS BACTERIOFAGOS QUE COMPONEN
EL NUEVO ESOUEMA DE FAGOTIPIA
El nuevo esquema de fagotipia consta de 10 bacteriófa-
gos, 6 de origen salvaje, 2 de origen lisogénico y 2
pertenecientes al esquema autóctono anterior (Tabla 17)
Del anterior esquema autóctono (123) se seleccionaron
tan solo 2 bacteriofagos, ya que la práctica acumulada tras
6 años de fagotipar cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
con este esquema, demostró que e]. resto de los bacteriofagos
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Los 10 bacteriófagos que componen el nuevo esquema de
fagotipia discriminan las cepas en 9 fagotipos por las
diferentes lecturas que en ellas producen. pero se puede
establecer un criterio de familiaridad entre alguno de ellos.
Este criterio de familiaridad se ha establecido en razón a la
semejanza en el tipo de lisis que presentan en determinados
fagotipos. Estos bacteriófagos son:
- Bacteriófagos II y VII. Ambos bacteriófagos presentan
lisis tan solo en las cepas del fagotipo 1 y del
fagotipo 8. La lisis que producen en las cepas del
fagotipo 1 es del tipo cl, mientras que la que presentan
en las del fagotipo 8 es una lisis de lectura muy baja
en el caso del bacteriófago 1 <+), y muy alta en el caso
del bacteriófago VII (ol) . Se probó el bacteriófago 1 al
10 RTD para ver si aumentaba su lectura en las cepas del
fagotipo 8¡ al no presentar modificaciones, ambos
bacteriófagos se consideraron diferentes (Tabla 22>
- Bacteriófagos VIII y IX. Ambos bacteriófagos son de
procedencia lisogénica, presentan lisis tipo confluente
en las cepas del fagotipo 1 y del fagotipo 7 una lisis
muy cercana ,tipo cl para el bacteriófago VIII y #++
para el bacteriófago IX. La diferencia entre ellos
radica en el fagotipo 8, ya que el bacteriófago VIII
produce una lectura de + y el bacteriófago IX no provoca
ninguna lisis. Para confirmar la diferencia entre ellos
se probó el bacteriófago IX al 10 RTD sobre cepas del
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grupo cuarto, no modificando su lectura. Ambos
bacteriófagos se consideraron, por tanto, diferentes
(Tabla 23)
El resto de los bacteriófagos presentan lecturas
totalmente diferentes entre si.
TABLA 22. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOflGOS It Y VII.
FAGOTI POS
= — . — — — a a, aya n —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
~FAGOS ~
cl - - - - - -j4. - -
VII cl - - - - - -lo). - -
a.
TABLA 23. VALORACION COMPARATIVA DACTERIOVAGOS VIII Y ix.
= — -— FAGOTIPOS 2
a a =
FAGOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
VIII cl - cl + - -
IX cl - - = = +++ - - -
= = .=
6 VALORACION COMPARATIVA DE LOS FAGOTIPOS QUE COMPONEN EL
NUEVO ESQUEMA DE FAGOTIPIA
.
Como ya se ha expuesto en el apartado de resultados,
todas las cepas de Salmonella serotipo Enteritidis
estudiadas, excepto las no tipables, se pueden clasificar en
9 fagotipos distintos según el nuevo esquema de fagotipia.
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Aunque entre estos fagotipos existen claras diferencias,
se puede establecer un criterio de semejanza entre varios de
ellos. Estos fagotipos son los 2, 4 y 9. El fagotipo 9 es el
que presenta una lectura mas alta. Las cepas pertenecientes
a los fagotipos 2 y 4 fueron fagotipadas con los
bacteriófagos al 10 RTD para ver su cercanía al fagotipo 9.
Su lectura no se modificó. Se consideraron, por tanto, 3
fagotipos diferentes. La tabla 24 refleja tanto la semejanza
como la clara diferencia entre ellos.
Entre el resto de los fagotipos no se pudo establecer
ningún tipo de valoración comparativa.





















2 - - ++ .*.~-+ - scl - - - cl
4 - - +4. sc). sol - - - - cl
-. - - scl~ sc). +++ -. -_-
7 VALORACION COMPARATIVA ENTRE LOS BACTERIOFAGOS DEL JUEGO
DE WAGOTIPIA AUTOCTONO UlTERIOR Y EL NUEVO
.
Como ya se indicó en el apartado de resultados, los
bacteriófagos III y IX del nuevo esquema de fagotipia son
bacteriófagos aportados por el juego autóctono anterior
Corresponden a los bacteriófagos 2 y 1, respectivamente.
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A excepción de estos bacteriofagos, por tratarse de los
mismos, se puede realizar un estudio comparativo entre varios
bacceriofagos pertenecientes a ambos esquemas.
La relación que se ha establecido entre los
bacteriófagos de ambos juegos se basa fundamentalmente en el
tipo y número de placas de lisis que presentan en los
distintos fagotipos. Dichos bacteriófagos son:
- Bacteriófagos III y 3: ambos bacteriófagos, salvo en los
fagotipos 1 y A respectivamente en los que producen una
lisis muy alta, en el resto de los fagotipos su lectura
es de tipo ++ ó negativa <Tabla 25>
- Bacteriófagos IV y 4 : ambos bacteriófagos pasan de
producir unas lecturas muy altas (tipo cl, scl y .e++) en
algunos fagotipos a no provocar ningún tipo de lisis en
otros <Tabla 26)






























3 scl - ++ - - - - - .4+
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TABLA 26. VALORACION COMPARATIVA BACTERIOFAGOS IV Y 4.
FAGOTIPOS
2. 1 2 3 415 1617181 9 lío
IV
=
cl ++~- sol scl - - - scl sol
FAGOTI POS
A 2 1 IDI E IFGIHI 1
4 cl scl sol ++4- ++~~- ± cl - cl
8 VALORACION COMPARATIVA ENTRE LOS flGOTIPOS DEL ESOTJEMfi
.
AUTOCTONO ANTERIOR Y EL NUEVO
Aunque entre todos los fagotipos pertenecientes a ambos
esquemas ha sido comprobada en repetidas ocasiones su clara
diferencia, se puede establecer un criterio de semejanza
entre alguno de ellos. Los fagotipos implicados son:
- Fagotipos 1 y A: Ambos fagotipos podemos decir que son
el mismo. Todas las cepas pertenecientes a ellos son
lisadas por todos los bacteriófagos, con una lectura muy
alta, tipo cl ó scl. Son, además, los fagotipos
mayoritarios en los dos esquemas (Tabla 27)
- Fagotipos 3, E y H: Estos fagotipos presentan muy poca
lectura, no en cuanto al tipo de lisis, que es muy alta,
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tipo cl 6 scl, sino al número de bacteriófagos que
producen lectura, tan solo dos en el fagotipo 3 y uno en
el fagotipo 2 <Tabla 28>
Fagotipos 6, 10 y D: Ambos fagotipos presentan pocos
bacteriófagos con lectura y variada. Las lisis oscilan
entre ++ y cl <Tabla 29)
Fagotipos 4, 9 y G: Estos fagotipos presentan lectura en
la mitad de sus bacteriófagos. La lisis es variable,
entre ++ y cl (Tabla 30>.
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ABLA 28. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 3, 3 Y E.
SACTERIOFAGOS
— -=. ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1 ¡
FAGT. 1 II 1 III 1 IV j y vi vi: 1 viti ¡ ix x
3 - - - - - scl - - - cl
—
TABLA 29. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 6, 10 Y D.
BACTERIOFAGOS
=.- = .n — a — = a t = .—.
FAGT 1 II III IV V VI VII VIII IX X
6 ¡..~j .4-4- - - scl - - cl
scl - - - - - cl
——— = una
nl—: BACTERIOFAGOS 6
FAGT. 2 ¡ 4 1
D - - - +++ cl .4
-a
TABLA 30. VALORACION COMPARATIVA FAGOTIPOS 9, 4 Y (3.
= BACTERIOFAGOS
= .= = •= — =
[ FACT. 1 II III iV V VI VII VIII IX X
+ scl sc). - - - - cl
- +-* scl scl .4++ - - - cl
a—.
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Los países desarrollados poseen sistemas de información
epidemiológica que permite conocer la situación de las
principales enfermedades humanas con bastante aproximación.
Basándose en estos datos se aprecia que ~Qn2i2A
serotipo Enteritidis es el principal agente causal de
gastroenteritis agudas en España, por lo que se hacia
imprescindible un estudio epidemiológico más profundo para
este serotipo.
Las nuevas metodologías han mejorado tanto la rapidez en
el diagnóstico como la capacidad de realizar estudios
epidemiológicos.
Un elemento clave de ambos procesos radica en la
posibilidad de caracterizar el microorganismo y de determinar
que este está asociado con la aparición de la enfermedad o
brote epidémico, para lo que se requiere el conocimiento de
aquellos atributos únicos que le distingue de los demas, este
es el objetivo esencial que tienen los marcadores
epidemiológicos.
Al no existir un unico marcador epidemiológico
complementario reconocido a nivel mundial para Salmonella
serotipo Enteritidis se planteó el desarrollo de uno nuevo
que subdividiera dicho serotipo y que permitiera hacer un
mejor estudio epidemiologico de este microorganismo
encaminado a una mayor prevención de las gastroenteritis tan
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frecuentes en nuestro pais.
En este sentido se eligio la fagotipia, ya que su
eficacia ha sido sobradamente probada en otros serotipos de
Salmonella tales como Salmonella serotipo Thyphi y Salmonella
serotipo Typhimurium.
La tagotipia permite desarrollar un mejor sistema de
control, tanto de las fuentes de infección, de la cadena de
transmisión de la enfermedad y de la posible persistencia de
determinadas cepas en individuos (portadores asintomaticos>
y poblaciones.
Del trabajo presentado en la memoria se pueden extraer
las siguientes conclusiones:
1.- El esquema de fagotipia desarrollado para Salmonella
serotipo Enteritidis está formado por bacteriófagos
salvajes y lisogénicos. Dicho esquema presenta una alta
tipabilidad de las cepas estudiadas (99%) y poder de
discriminación. Ademas es un marcador reproducible y sus
bacteriófagos presentan buena capacidad lítica y elevado
titulo.
2.- La mejor fuente de aislamiento de los bacteriófagos que
componen el esquema de fagotipia son las aguas
residuales. Esto puede ser un indicador de la posible
presencia de Salmonellas sin que por ello se deduzca que
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se encuentren en dosis infectivas. Como consecuecia se
podría decir que la presencia de bacteriofagos puede ser
un indice de contaminación de las aguas por ~JJj.
3.- La aplicación epidemiológica de este esquema de
fagotipia demuestra que existen 2 fagotipos mas
frecuentes <1 y 2), lo cual puede deberse a la presencia
de 2 grupos de cepas mayoritarias en España productoras
de toxtinfecciones alimentarias o al todavía escaso
poder discriminatorio de este esquema de fagotipia. La
comprobación de estas hipótesis se debería realizar en
posteriores estudios mediante la comparación con otros
métodos de tipificación.
4.- El esquema de fagotipia resultó especialmente eficaz en
el estudio epidemiológico en los brotes de
gastroenteritis aguda por Salmonella serotipo
Enteritidis tras una toxiinfección alimentaria. En estos
se pudo demostrar la relación epidemiológica entre las
cepas aisladas de las distintas fuentes de infección
(alimentos contaminados y/o portadores asintomáticos) y
las cepas aisladas de los enfermos.
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